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1. INTRODUCCION

1.1. La enfermedad de Alzheimer

1.1.1. Aspectos epidemiologicos de la Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un proceso neurodegenerativo, crénico y
progresivo, caracterizado por la pérdida de memoria y declinar cognitivo [1]. Es la forma mas
comun de demencia progresiva y afecta entre al 5y 10 % de la poblacién por encima de los 65
afios [2]. El factor de riesgo mas importante es la edad y la prevalencia se incrementa de forma
exponencial con la ella. Sin embargo, el Alzheimer no es siempre una enfermedad de la vejez.
Aproximadamente 200,000 estadounidenses menores de 65 afos padecen lo que se
denominada Alzheimer de aparicién temprana (EOAD) (www.alz.org). Por lo que se puede
diferenciar entre Alzheimer de aparicion tardia (LOAD) y EOAD, que tan solo representa el 1-2

% de todos los casos de AD [3].

Dentro de las demencias, la LOAD representa entre el 60 y 70 % de los casos. Casi 50
millones de personas padecen demencia, cifra que alcanzara los 131 millones para 2050. El
tratamiento y el cuidado de personas con demencia cuesta actualmente mil millones de ddlares
[4]. En Espafia, el AD, supone casi el 80 % de las muertes por demencia (Instituto Nacional de
Estadistica). Actualmente se sitla entre las 10 principales causas de muerte a nivel global

(www.alz.org), siendo la séptima en Espana.
1.1.2. Aspectos clinicos de la enfermedad de Alzheimer

La AD puede afectar de distintas maneras segun el individuo, pero el patrén de sintomas
mas comun comienza con el empeoramiento gradual de la memoria, aumentando la dificultad
para recordar nueva informacién. Los individuos progresan desde AD leve a moderado y grave
a diferentes velocidades. A medida que la enfermedad progresa, las capacidades cognitivas y
funcionales del individuo disminuyen. La disminucién cognitiva incluye pérdida de memoria,
dificultades en el lenguaje y disfuncidn en la ejecucidon. Ademas, la disfuncidn no cognitiva

incluye ansiedad, depresidn, alucinaciones, delirios y agitacion [5].

En un comienzo, fase leve, se ven afectados los reflejos. Presentan rasgos de lentitud,
cambios leves de dnimo y pérdidas de memoria. Posteriormente, fase moderada, empiezan los

problemas para acordarse de hechos recientes, mientras que los aspectos lejanos son


http://www.alz.org/
http://www.alz.org/

recordados perfectamente. Tienen dificultad para reconocer aspectos actuales como la fecha,
el lugar, la hora, y, a veces, no son capaces de reconocer los rostros de familiares. Por ultimo,
fase grave, pierden la capacidad para comer, masticar e ingerir alimentos. Ademas, en este
estadio ya no reconocen a nadie. En la AD avanzada, las personas necesitan ayuda con las
actividades bdsicas de la vida diaria. La incapacidad para moverse, en esta Ultima etapa, puede
hacer que las personas sean mas vulnerables a las infecciones u otras patologias. La enfermedad

es finalmente fatal y las infecciones relacionadas son, a menudo, la causa.

1.1.3. Aspectos patolégicos de la enfermedad de Alzheimer

La AD se diagnosticé por primera vez hace mas de 100 afios, pero la investigacién en sus
sintomas, causas, factores de riesgo y tratamiento no gand impulso hasta los ultimos 30 afos. Y
aunque se ha avanzado bastante en su estudio, con la excepcidon de ciertas formas heredadas

de la enfermedad, la causa o causas del AD siguen siendo desconocidas [6].

Como rasgos histopatolégicos caracteristicos destacan las placas extracelulares de B-
amiloide (AB); los ovillos neurofibrilares intracelulares de tau hiperfosforilada (NFT); y una

pérdida continuada de neuronas (Figura 1.1).

Normal Alzheimer's

Figura 1.1. Imagenes esquematicas de tejido cerebral de un individuo sano y otro con Alzheimer. En el segundo caso
se puede apreciar las placas AR extracelulares y los ovillos neurofibrilares intracelulares. Imagen perteneciente a
BrightFocus Foundation.



1.1.4. Hipdtesis de la cascada amiloide

De acuerdo con la hipdtesis de la "cascada amiloide" (Figura 1.2), AB es la causa de la
AD [1]. La proteina precursora de AP (ABPP o APP) es una proteina integral de membrana que
puede ser procesada proteoliticamente por una via no amiloidogénica o una amiloidogénica. En
la via amiloidogénica, la B-secretasa (BACE1) es la encargada de realizar el primer corte,
produciendo un fragmento N-terminal B soluble (sABPPB) mas un fragmento C-terminal 8
(CTFB). CTFB es procesado por la y-secretasa que genera AB y un dominio intracelular ABPP libre

(AICD o CTFy).

Extracelular Membrana Citoplasma
APP |
N-terminal [ 1 ] C-terminal
A¢i|
Amiloidogénici/ \ No-amiloidogénica
B-Secretasa a-Secretasa
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Figura 1.2. Esquema representativo del procesamiento de la proteina precursora de B-amiloide. APP: proteina
precursora de B-amiloide; AB: B-amiloide; sAPPB: fragmento N-terminal B soluble de APP; C99: fragmento C-terminal
B de APP; sAPPa: fragmento N-terminal a de APP; C83: fragmento C-terminal a de APP; AICD/CTFy: fragmento C-
terminal y de APP; p3: péptido p3. Imagen perteneciente a Barage et al. 2015.

Por otro lado, la via no amiloidogénica es iniciada por la a-secretasa (ADAM10) y
produce ABPPa soluble en el extremo N-terminal (SABPPa) mas un fragmento C-terminal a
(CTFa), que es procesado por la y-secretasa obteniéndose el péptido p3 y AICD. Cuando el primer
corte en la proteina ABPP es realizado por la a-secretasa, este ocurre dentro de lo que seria la

secuencia de AB, y por lo tanto la generacion de AB es imposible.

Dependiendo del punto de corte de la y-secretasa, se producen tres formas principales
de AB, que comprenden 38, 40 o 42 residuos de aminodcidos. La cantidad relativa de AB1-42
formada es particularmente importante, debido a que se trata de la forma mas larga de AB, por

lo que es mas propensa a oligomerizar y formar fibrillas amiloides mas rapidamente que el



péptido AB1-40 [7]. La enzima y-secretasa es una proteasa que realiza su corte dentro de la
membrana plasmatica. La actividad forma parte de un gran complejo enzimatico que tiene al
menos cuatro componentes. De ellos, los mdas importantes son las presenilinas. Por el momento
se han identificado tres presenilinas (PS1, PS2 y PS3). Las mutaciones en los genes que codifican
las presenilinas son responsables de entre el 20 y 60 % de los casos de Alzheimer heredado o
EOAD. Pese a que la produccién de AB es un proceso normal [8], [9], |a sobreproduccién de AB,
0 una mayor proporcion de AB1-42, parece suficiente para causar AD de inicio temprano [10]—

[12].

La sintesis de AP provoca una respuesta inflamatoria local con microgliosis y astrocitosis.
Se produce una pérdida de la columna sinaptica y distrofia neuronal. Con el tiempo, estos
eventos resultan en estrés oxidativo, alteracidon de la homeostasis idnica y una serie de cambios
bioguimicos. La cascada culmina en una disfuncion sindptica/neuronal generalizada y muerte
celular, que conduce a una demencia progresiva asociada con patologia extensa de AB y tau

[13].

1.1.5. Hipétesis tau

La proteina tau pertenece a la familia de proteinas asociadas a microtubulos (MAP) que
se localiza principalmente en neuronas [14]. En condiciones fisiolégicas, esta proteina regula el
ensamblaje de microtubulos, el comportamiento dinamico y la organizacién espacial [15]. La
proteina tau estd codificada por un unico gen. En cerebro adulto se expresan principalmente

seis isoformas a través del corte y empalme alternativo [16].

La fosforilaciéon de la proteina tau estd regulada por el desarrollo [17]. Durante la
embriogénesis y el desarrollo temprano, cuando no se expresan las seis isoformas sino tan solo
una, hay un alto nivel de fosforilacién de tau. Por el contrario, en el cerebro adulto, cuando se

expresan las seis isoformas, los niveles de fosforilacion son mas bajos.

En condiciones patoldgicas, como la AD, los niveles de tau fosforilada aumentan. La
hiperfosforilacion de tau reduce su afinidad hacia los microtubulos [18]. El acimulo de proteina
tau hiperfosforilada genera filamentos que, en el cerebro de pacientes con AD, se agregan
formando los ovillos neurofibrilares [19]. Esta pérdida de funcidén conduce a la alteracion de las
funciones estructurales y reguladoras del citoesqueleto. De esta manera, se ven afectado el
mantenimiento morfolégico y el transporte axonal, produciéndose disfuncion sinaptica y

neurodegeneracion [20].



La hipdtesis tau afirma, por tanto, que es la hiperfosforilacién de tau la causante de esta
enfermedad. Sefialando, ademas, que los dafios histopatoldgicos producidos por los NFT
progresan de forma correlacionada con los sintomas de los pacientes. Aln asi, todavia no existe

una explicaciéon clara de cdmo se inicia todo este proceso.

1.1.6. Clasificacidon neuropatoldégica

En 1991 los neuroanatomistas Heiko Braak y Eva Braak propusieron una divisién de la
enfermedad en diferentes estadios segln la progresién de los dafos neuropatolégicos (Figura
1.3y 1.5). Propusieron dos clasificaciones diferentes en funcidn del dafio histopatolégico en el

que se centraban, una para las placas AB y otra para los NFT.

A B C
Estadio I-1/ Estadio lll-lV Estadio V-V/

A8

Figura 1.3. Esquema demostrativo de la progresidon del acimulo de las placas de AB y los ovillos de tau hiperfosforilado
en los diferentes estadios de la enfermedad. Imagen perteneciente Jeanne et al. 2017.

Para los depdsitos de amiloide presentaron tres estadios (A, B y C) (Figural.3). En el
estadio A se muestra una baja densidad de depdsitos de AB que estan localizados en la porcidn
basal del isocortex (Figura 1.4). En el estadio B los depdsitos de AB se encuentran a lo largo de
todo el isocortex, y ademas la formacidn hipocampal comienza a verse afectada. Por ultimo, en

el estadio C, las placas amiloides se encuentran por todo el isocortex y en alta densidad [21].
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Figura 1.4. Imagen esquemdtica del cerebro y representativa de la formacién hipocampal y corteza. A: Representacion
de las partes del cerebro segun la clasificacion del “cerebro triuno” (de acuerdo a la evolucién). B: Imagen de la seccidon
coronal de la formacién del hipocampo humana y corteza (situado en la parte limbica). CxP: cértex perirrinal; CxT:
cortex transentorrinal; CxE: cértex entorrinal; PSub: presubiculum; Sub: subiculum; CA1: sector CAl del asta de
Ammon; CA2: sector CA2; CA3: sector CA3; CA4: hilio del giro dentado; GD: giro dentado; F: fimbria. Imagen
perteneciente a TheNovaRoom y Rdbano 2013 respectivamente.

Cuando la clasificacidn se centra en la formacién de los ovillos neurofibrilares (Figura
1.5), la progresién de los dafios neuropatolédgicos puede relacionarse mas facilmente con la
progresion clinica de los pacientes. De esta manera, aparecen seis estadios que, agrupados de

dos en dos, suelen coincidir con el tiempo con los tres estados de A.
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Figura 1.5. Imagen representativa del acimulo de las placas de AB en la corteza cerebral y de los ovillos neurofibrilares
en la formacién hipocampal a lo largo de los distintos estadios del AD. Imagen tomada de Alvarez Sanchez Mario, et
al. 2008.

Los dos primeros estadios (estadios | y Il), se corresponde con la fase preclinica de la
enfermedad ya que los dafios se producen por debajo del umbral de aparicién de los sintomas
clinicos [22]. A estas dos fases se les denomina estadios transentorrinales, ya que los cambios
se centran practicamente en esta regién. La region CAl del hipocampo también se ve

ligeramente dafiada, mientras que el isocortex aun permanece intacto.

Los estadios Il y IV se clasifican como estadios limbicos. Esta fase se corresponde con la
aparicidn de los primeros sintomas, cuando comienza a aparecer el deterioro en la funcién
cognitiva y surgen los cambios de personalidad [22]. Durante estos estadios el darea
transentorrinal se ve completamente afectada y el dafio se extiende a toda la region entorrinal.
La formacién hipocampal muestra un moderado dafio, que se centra tan solo en la zona CAl en
el estadio Ill, pero que llega levemente a CA4 en el estadio IV. En ambos periodos, el isocortex

comienza a dafarse ligeramente.

Las dos ultimas fases, estadio V y VI, conocidos como estadios isocorticales, se
corresponden con los pacientes que muestran todos los sintomas de demencia. En ellos el
isocortex estd gravemente dafiado. En el estadio V se pueden ver dafios en la formacion
hipocampal, mientras que en el estadio VI, estd completamente infestada de ovillos

neurofibrilares.



1.1.7. Hipétesis de la cascada mitocondrial

Si bien existen pruebas sustanciales que respaldan cada una de estas teorias por
separado, la cascada AP y la hipdtesis tau, ninguna de ellas recoge una explicacién de ambos
hechos. En este punto nos encontramos con la "hipdtesis de la cascada mitocondrial". Esta
hipdtesis propone que la funcion basal del sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) de cada
individuo, junto con su declinar asociado a la edad, determinara cuando esta funcion cruzard el

umbral patoldgico, por lo tanto, cuando el riesgo de que un individuo sufra AD aparecera [23].

La teoria se basa, por lo tanto, en que las variaciones poliférmicas de los genes del DNA
mitocondrial (mtDNA) y el DNA nuclear (nDNA), que codifican las subunidades de los complejos
OXPHOS, determinan la eficiencia de este sistema y el nivel de produccién basal de especies

reactivas de oxigeno (ROS).

Se ha visto que cuando la produccién de ROS es alta se dafia el mtDNA, por lo que tener
una produccién basal de ROS elevada produce mayor dafio en el mtDNA. Ademas, las
mutaciones en el mtDNA disminuyen la eficiencia de |la cadena de transporte de electrones
(ETC), que se manifiesta con una disminucidn de la fosforilacién oxidativa y un aumento en la

produccién de ROS. Todo ello desencadena una triple respuesta compensatoria:

1. El sistema intenta “reiniciarse”. La superproduccidn de ROS mitocondrial provoca
un dafio en las proteinas, que conlleva el plegamiento en ldamina B de proteinas
solubles, como el APP, a proteinas insolubles, AB. Esto provoca una mayor
disminucién de la actividad de ETC. Esta actividad redox dafiada cambia el sistema
de oxidorreduccién de la membrana plasmatica celular, donde el exceso de ROS

incrementa la produccion de AP extracelular y la formacion de placas amiloides.

2. “Se retiran” las células disfuncionales. La apoptosis se activa cuando las células
mantienen unos niveles excesivamente altos de ROS o bajos de fosforilacion

oxidativa.
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3. “Se intenta reemplazar” la pérdida de células. La alteracién de la fosforilacién
oxidativa mitocondrial aumenta la dependencia de las células a la glucdlisis
anaerdbica, iniciando la sefializacién hipdxica y alterando la homeostasis de ROS. En
neuronas con capacidad proliferativa residual, esto proporciona una seial para la
reentrada en el ciclo mitético. El reingreso al ciclo celular finalmente falla, tal vez
debido a consideraciones bioenergéticas, y se produce un fallo en la regulacion de
las ciclinas, en la sintesis de DNA y la fosforilaciéon de tau, formandose los ovillos
neurofibrilares. Las células pierden su viabilidad, no por su fallo para completar el
ciclo celular, sino mads bien por la disfuncién mitocondrial subyacente que provocé

la reentrada en el ciclo celular en primer lugar.

Esta triple respuesta estaria explicando los principales dafios patoldgicos que se
encuentran en los individuos que padecen la AD, como la aparicion de placas amiloides
extracelulares, los ovillos neurofibrilares intracelulares, la pérdida de sinapsis y muerte celular

[21] (Figura 1.6).

La combinacién de los genes
que codifican la ETC Define la velocidad en S d | . Determina cuando La disfuncién
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Figura 1.6. Esquema de la hipodtesis de la cascada mitocondrial. El dafio mitocondrial, cuya aparicion viene
determinada por la ETC de cada individuo, inicia una serie de eventos compensatorios que resultan en los dafios
histopatoldgicos que caracterizan la AD.
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Existen numerosas evidencias que apoyan la teoria que relaciona el sistema OXPHOS
con la enfermedad de Alzheimer. Se ha visto que la actividad sistémica del complejo IV (CIV) del
sistema OXPHOS esta reducida en sujetos con AD [24]. También hay estudios que relacionan la
disfuncion OXPHOS con un aumento de AB, como ocurre con la inhibicion de la ETC con azida
sddica (un inhibidor del CIV), oligomicina [un inhibidor complejo V (CV)], carbonil cianuro m-
clorofenilhidrazona (CCCP, un desacoplador OXPHOS) o con hipoxia (oxigeno al 2.5 %) en lineas
celulares cultivadas, neuronas de embrion de pollo o astrocitos humanos. En ellos el
metabolismo de ABPP cambia de no amiloidogénico a la via amiloidogénica aumentando los
niveles de AB [25]-[32]. Ademas, la hipoxia reduce los niveles ADAM10 en células de
neuroblastoma SH-SY5Y [30] y la administracidn in vivo de rotenona, un inhibidor del complejo
I (Cl), 3-nitropropidnico, inhibidor del complejo Il (Cll), o de azida sédica, resultan en un aumento
de los niveles de la proteina BACE1, tanto en actividad como en productos, en retina de rata

madura o cerebro de ratén [33], [34].

Ademas, se ha observado que AP es capaz de transportarse al interior de las
mitocondrias [35] y unirse a la regidon N-terminal de p.MT-CO1 del CIV [36]. Las células SH-SY5Y
de neuroblastoma humano transfectadas con ABPP expresan mayores niveles de AP y muestran
una actividad del CIV y del consumo de oxigeno significativamente reducida [37]. Los ratones
doble transgénicos para ABPP/PS2 sobreexpresan formas mutantes de ABPP humana y
presenilina 2, un componente del complejo de la y-secretasa. Las mitocondrias cerebrales de
estos ratones, ademds, muestran una disminucion de la actividad del CIV y el consumo de

oxigeno [38].

Por lo que, independientemente de si los depdsitos de AB aparecen antes o después,
una disfuncién del sistema OXPHOS parece ser un hallazgo frecuente en muchos pacientes con

AD.
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1.2. La mitocondria

La mitocondria es un organulo que se encuentra en practicamente todas las células
eucariotas. Este organulo, esencial para las células, puede diferir en nimero y forma de acuerdo
con la demanda especifica de cada tejido [39]. Sin embargo, la ultraestructura es muy
caracteristica, ya que poseen una organizacion de tipo general en la que se distingue la

membrana externa, la membrana interna, el espacio intermembranoso y la matriz mitocondrial.

Por otra parte, la funcién mitocondrial responde dependiendo de multiples sefiales
celulares o ambientales como hormonas, factores de crecimiento, cambios de temperatura,
actividad fisiolégica, etc. Por lo tanto, la biogénesis y la funcién mitocondrial dependerdn de
complejos procesos que tienen que ser regulados con precisién de acuerdo a las diferentes

condiciones fisioldgicas de la célula [39],[40].

Las mitocondrias estan involucradas en muchas vias metabdlicas esenciales de las
células, como son la biosintesis de pirimidinas, aminoacidos, fosfolipidos, nucleétidos, acido
félico, hemo, urea y una gran variedad de metabolitos [41]. La funcidn principal es la sintesis de
adenosin trifosfato (ATP) a través del sistema OXPHOS, pero también se encarga de otras
muchas como la termorregulacion, la regulacion de la apoptosis, la homeostasis del calcio y la

produccién de ROS [42].

Una de las particularidades de la mitocondria es que posee un genoma propio, el DNA
mitocondrial (mtDNA). EIl mtDNA es circular, consta de 16.569 pares de bases y contiene
informacidn para 37 genes: 24 que participan en la sintesis de las proteinas codificadas en el
propio genoma [dos rRNAs (12S y 16S) y 22 tRNAs] y 13 que codifican polipéptidos que forman
parte de cuatro de los cinco complejos multienzimaticos del sistema OXPHOS. De ellos, siete
polipéptidos (p.MT-ND 1-6 y p.MT-ND4L) son componentes del Cl; uno (p.MT-CYB) pertenece al
Clll; tres (p.MT-CO1-3) pertenecen al CIV y dos (p.MT-ATP6 y 8) pertenecen a la ATP sintasa o
CV [43]. El resto de los polipéptidos componentes del sistema OXPHOS estan codificados en el
DNA nuclear. Por ello, la biogénesis de este sistema constituye un caso particular en la célula, ya

gue para su sintesis se requiere la expresién coordinada de los dos sistemas genéticos celulares.
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El mtDNA presenta una serie de caracteristicas propias que lo diferencian del nDNA.
Presenta un alto nimero de copias por células, la mayor parte de los tejidos contienen entre
1000 y 10000 copias por células, con 2 a 10 moléculas de DNA por mitocondria. Ademas, el
mtDNA se hereda exclusivamente por via materna [44]. Otra de las caracteristicas llamativas del
mtDNA es la organizacidon extremadamente compacta de los genes que codifica. Los genes se
encuentran unos a continuacion de los otros sin nucledtidos intermedios ni intrones, ademas,
presenta un cédigo genético que difiere del universal [45]. Por ultimo, el mtDNA es muy

vulnerable y presenta una tasa de mutacidn espontdnea 10-20 veces superior a la del nDNA.

1.3. Sistema OXPHOS

El sistema OXPHOS es el encargado de la produccién de ATP dentro de las mitocondrias
y se encuentra localizado en la membrana interna mitocondrial. El sistema OXPHOS esta
compuesto por la cadena de transporte de electrones (ETC) y la ATP sintasa [46], [47]. La ETC
incluye los complejos respiratorios |, Il, Il y IV y dos transportadores moviles de electrones, el
citocromo ¢, cyt ¢, y la coenzima Q, CoQ. La transferencia de energia ocurre como resultado del

paso de electrones a través de los complejos respiratorios [46] (Figura 1.7).

[ Membrana externa }

Espacio intermembranoso

[ Membrana interna

Matriz

NAD+

ATP

Figura 1.7. Representacion esquematica del sistema OXPHOS. En la imagen se observan los complejos de la cadena
de transporte de electrones Cl, Cll, Clll, CIV y la ATP sintasa (CV). Las flechas perpendiculares sefialan la direccion de
salida de los protones al espacio intermembranoso y de entrada por el canal protdnico de la ATP sintasa. Se dibuja
también la linea que marca el paso de electrones a través de los complejos. Imagen tomada de Khan Academy.
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EI NADH y FADH, generados por el metabolismo catabdlico de las células constituyen los
sustratos requeridos para la produccién de energia. Estos ceden sus electrones al Cl (oxidacidn
del NADH) y Cll (oxidacion del FADH;) de la ETC. De aqui, los electrones son transportados a lo
largo de los complejos respiratorios hasta el oxigeno, que es reducido para producir agua como
producto final. La energia liberada por los electrones en la cadena respiratoria es usada para el
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, a través de
los complejos I, lll y IV. Este bombeo produce un gradiente electroquimico que es aprovechado
por la ATP sintasa para sintetizar ATP [48]. Parte de la energia producida por el transporte de
electrones se libera en forma de calor y una fraccién de los electrones reacciona tempranamente

con el oxigeno produciendo especies de oxigeno reactivas [49].
1.4. Sintesis de pirimidinas

Los nucledtidos de pirimidina son los precursores en la sintesis de numerosos
compuestos como son los acidos nucleicos, glicoproteinas, glicolipidos y fosfolipidos. Estos
nucledtidos pueden obtenerse recicldndose por la ruta de salvamento o sintetizdndose de novo.
En el dltimo caso, la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) oxida dihidroorotato para
dar orotato transfiriendo directamente electrones a la cadena respiratoria mitocondrial a través

del coenzima Qo 0 ubiquinona.

La ruta de sintesis de novo de pirimidinas es, por lo tanto, una de las vias en la que la
mitocondria tiene un papel fundamental. Como consecuencia, un dafo en el sistema OXPHOS

podria afectar a la sintesis de estas.
1.4.1. Sintesis de novo de pirimidinas

La sintesis de novo de nucledtidos de pirimidina comienza con ATP, glutamina vy
bicarbonato. La completa conversion de estos sustratos a uridina tan solo requiere tres genesy
seis actividades enzimaticas, lo que se logra mediante la fusidn de multiples actividades

enzimaticas en una sola cadena polipeptidica [50], [51] (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Representacidon esquematica de la ruta de sintesis de novo de pirimidinas. En la imagen se presentan los
tres primeros pasos de la ruta catalizados por la enzima multifuncional CAD (CPS Il, ATCasa y dihidroorotasa); el cuarto
paso, con la DHODH localizada en la membrana interna de la mitocondria y que conecta esta ruta con el transporte
de electrones del sistema OXPHOS; y el Ultimo catalizado por la UMPS (OPRT y OMPD).

Los tres primeros pasos en la sintesis de novo de pirimidinas son catalizados por una
enzima citoplasmatica trifuncional denominada CAD. Acrénimo que viene dado por el nombre
de las tres actividades de la proteina, carbamoil fosfato sintasa Il (CPS Il), aspartato
transcarbamoilasa (ATCasa) y dihidrorotasa. El producto de CAD, dihidrorotato (DHO), difunde
al interior de la mitocondria, donde se convierte en orotato (O) por la accién de la DHODH. De
nuevo, en el citoplasma la UMP sintasa (UMPS) cataliza los dos ultimos pasos de la ruta a uridina

monofosfato (UMP).

La importancia de esta via en células mitéticas, en las que se intenta cumplir con la
demanda de precursores de acido nucleicos, se apoya en varios hallazgos. En primer lugar, la
suplementacion de uridina restaura la tasa de crecimiento en fibroblastos de pacientes con
deficiencia del coenzima Qo [52]. Segundo, en concentraciones de oxigeno por debajo del 1 %,

la uridina aumenta el nimero de células tumorales [53]. Y tercero, teniendo en cuenta que el
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oxigeno es el aceptor final de electrones en la cadena respiratoria, las células rho® sin DNA
mitocondrial y ninguna cadena respiratoria funcional, son auxétrofos para pirimidina y

requieren uridina para el crecimiento [54].

La inhibicion de la cadena respiratoria por inhibidores del Clll, como la antimicina A o
mixotiazol, da lugar a una disminucidn significativa en la cantidad total de pirimidina [55], [56] y
la inhibicién del CIV por 6xido nitrico inhibe indirectamente la actividad de DHODH. Esta
inhibicidon se correlaciona con una disminucion en la sintesis de orotato. La producciéon de
orotato también se disminuye con el cianuro, otro inhibidor de CIV [57]. Por otra parte, la uridina
protege los fibroblastos de pacientes con AD y células progenitoras neuronales humanas

normales (NHNP) frente a la toxicidad de la azida [58] [59].

A diferencia de las células mitdticas, generalmente se considera que la actividad de la
ruta de novo es baja en células no mitdticas y totalmente diferenciadas, ya que la demanda de

precursores de acido nucleico es menor [60].

1.4.1.1.CAD

Toda la actividad de la enzima CAD se sitla en el citoplasma. El primer paso es convertir
el bicarbonato, glutamina y ATP en carbamoil fosfato a través de la CPS Il. La ATCasa lo convierte

en carbamoil aspartato, que da dihidoorotato con la accion de la dihidroorotasa.

La CPS |l cataliza la etapa limitante de la velocidad en esta ruta, ya que estd sujeto a una
inhibicion por retroalimentacidn por uridina trifosfato (UTP) y se activa mediante fosforribosil
pirofosfato (PRPP). En estudios sobre las sefiales implicadas en la regulacion de CAD se ha
observado una disminucién rapida de la actividad de CPS Il durante la apoptosis. De hecho,
existen dos sitios de escisidon de caspasa-3 dentro del dominio CPS Il [50]. Ademas, en paralelo
con la pérdida de actividad de CAD, se produce una disminucién rapida de pirimidinas en las

células apoptoticas [61].

En relacién con la CAD existe un trastorno congénito de glicosilacion tipo IZ (CDIZ) que
es causado por mutaciones bialélicas en el gen CAD. Esto causa una alteracidon en la
incorporacién de aspartato en la ruta de via de sintesis de novo y una disminucién de CTP, UTP
y azlcares activados implicados en la glicosilacién. En este trastorno multisistémico se produce
un defecto en la biosintesis de glicoproteinas que causa glicoproteinas séricas subglicosiladas y
que da lugar a varias caracteristicas clinicas como defectos en el desarrollo del sistema nervioso,

retraso psicomotor, caracteristicas dismdrficas, hipotonia, trastornos de la coagulacién e
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inmunodeficiencia. En el estudio de este transtorno se ha observado que la suplementacién de

uridina puede revertir los sintomas y, por lo tanto, puede usarse como potencial terapia [62].

1.4.1.2. DHODH

El cuarto paso de la ruta es catalizado por la enzima dihidroorotato deshidrogenasa. Esta
enzima esta localizada en la membrana interna de la mitocondria y se trata de una flavoproteina
(FMN). En paralelo con la oxidacién de dihidroorotato a orotato, DHODH cataliza la reduccion
de ubiquinona en la membrana mitocondrial interna [50]. La enzima tiene dos sitios de unién.
El sustrato DHO se une al primer sitio y se oxida a través de un aceptor de electrones, el cofactor
FMN que se reduce a FMNH,. Después de la liberacidon de orotato, la ubiquinona se une al
segundo sitio y recibe un electron de FMNH,. Por lo tanto DHODH representa un enlace

funcional entre la cadena respiratoria y la sintesis de novo de pirimidinas [63] [64].

Bajo determinadas situaciones, cuando se produce una sobreexpresion de CAD, la
DHODH se convierte en la etapa limitante en la sintesis de nucleétidos de pirimidina. Por ello,
es en muchas ocasiones la proteina diana para tratamientos como potencial antiinflamatorio,

inmunosupresor y antiproliferativo.

Al igual que CAD, se ha visto que una disminucién en la funcién de la enzima DHODH,
por la inhibicidn del Clll, produce un dafio en la sintesis de novo que acaba induciendo la
apoptosis celular [65]. Ademas una deplecion de DHODH puede provocar una disfuncidn
mitocondrial, parada del ciclo celular y un aumento de los niveles de ROS, dafios ampliamente

descritos en la hipétesis de la cascada mitocondrial [66].

1.4.1.3. UMPS

Los dos ultimos pasos de la sintesis de novo de primidinas ocurren en el citoplasma. La
UMPS es una enzima bifuncional que incluye la orotato fosforribosil transferasa (OPRT) y la
orotidina monofosfato descarboxilasa (OMPD). OPRT, localizada en el domino N-terminal de la
proteina, cataliza la transferencia de PRPP del orotato a la orotidina monofosfato (OMP). Y OMP,
localizada en la regién C-terminal, da el producto final de la ruta de sintesis de novo de
pirimidinas, la uridina monofosfato (UMP) [67]. UMPS ademas de ser la encargada del paso final

de la ruta, también participa en la recuperacidn de orotato [51].
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UMP es el precursor para todos los demds nucleétidos de pirimidina. Las
correspondientes formas di y trifosforiladas de uridina, UDP y UTP, se forman por la accion de
UMP/CMP quinasa y nucledsido difosfato quinasa, y son necesarias para la posterior sintesis de
UDP-azucar. UTP también proporciona el punto de entrada para la sintesis del otro nucledtido
principal de pirimidina, citidina trifosfato (CTP). Citidina monofosfato (CDP), como UDP, se
convierte en el derivado del desoxirribonucledtido por la accidn de la ribonucleétido reductasa,
gue es necesaria para la sintesis de polimeros de DNA en crecimiento. Por otro lado, los
nucleétidos de pirimidina se incorporan directamente en las cadenas de RNA y son los

precursores de una serie de importantes procesos biosintéticos [50].

1.4.2. Ruta de salvamento de pirimidinas

En las células de mamiferos, ademas de la via de novo para la sintesis de pirimidinas,
existe también la ruta de salvamento, un proceso que requiere el transporte facilitado y la

posterior fosforilacion de uridina y citidina para formar UMP y CMP, respectivamente [68].

Diferentes transportadores de membrana son responsables del paso de los nucledsidos.
Una vez dentro de la célula, la uridina/citidina quinasa (UCK) fosforila uridina o citidina. Existen
al menos dos isozimas de esta proteina, UCK1 y UCK2, que cataliza este evento, ademads de la
fosforilacién de numerosos andlogos de uridina y citidina [69]. Los estudios sugieren que UCK se
regula en respuesta a factores de crecimiento y aumenta marcadamente en varias lineas de

células tumorales [70].

En células altamente diferenciadas, la dependencia de la via de novo es mas reducida y
en comparacion, en células completamente diferenciadas como los cardiomiocitos y el tejido
del musculo esquelético, la utilizacién de la via de rescate excede la de la via de sintesis de novo

[71].

1.4.2.1. UCK2

La enzima UCK es la enzima responsable del primer paso de la ruta de salvamento de
pirimidinas, ademas de ser la limitante. Su accidn produce CMP y UMP, que a su vez son potentes
inhibidores por retroalimentacion de la uridina/citidina quinasa. Se sefialan dos tipos de UCK,
UCK1 (277 aminoacidos) y UCK2 (261 aminoacidos) [69]. Y aunque las dos formas comparten
alrededor del 70 % de su secuencia, el papel fisiolégico exacto de la UCK1 todavia es
desconocido, mientras que la UCK2 es la responsable de la mayor parte de la fosforilacion de

uridina y citidina en células.
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1.5. Nucledtidos de pirimidina como precursores

1.5.1. Sintesis de CTP

En la via de novo, la conversiéon de uridina en nucleétidos de citidina se logra mediante
la enzima, altamente regulada, CTP sintetasa [72], [73]. Enzima cuya actividad se ha demostrado

gue es sustancialmente mas alta en las células tumorales [74].

La sintesis de CTP es esencial para una serie de procesos biosintéticos [73]. Como son la
sintesis CTP dependiente de fosfatidilcolina (PC) y lipidos derivados de esta molécula. Ademas,
los lipidos derivados de esta ruta son esenciales para la incorporacién de fructosa y manosa en
los precursores de GDP-azucar. El conjunto de CTP libre es normalmente el mas pequefio de los
nucledtidos trifosforilados, y los datos sugieren que los cambios en los niveles de este nucleétido
pueden tener una influencia significativa en la regulacidon de la proliferacién celular [75].
Estudios recientes que usan inhibidores de la via de sintesis de novo de pirimidinas, como
leflunomida, o privan de uridina células que carecen de una proteina CAD funcional (G9c),

respaldan la importancia de este nucleétido en la progresion del ciclo celular [76].
1.5.2. Sintesis de UDP-azucar y glicosilacion

Los nucledtidos de uracilo son esenciales para la sintesis de azlcares activados tales
como uridina difosfato-glucosa, UDP-glucosa, y UDP-N-acetilglucosamina, UDP-GIcNAc [77]. Los
nucledtidos de glucosa se sintetizan en el citosol y se transportan al reticulo endoplasmico o al
aparato de Golgi, donde se utilizan para reacciones de glicosilacion. UDP-glucosa se origina de
la accién de la UDP-glucosa pirofosforilasa en UTP y glucosa 1-fosfato, y es el precursor de una
variedad de derivados de UDP-azucar, incluyendo UDP-galactosa, acido glucurdnico, xilosa,
acido idurdnico, etc. [77], [78]. En ultima instancia, estos compuestos se utilizan para la sintesis
de disacdridos y polisacaridos complejos como el glucdégeno en células de mamiferos. UDP-
GIcNAc se sintetiza mediante la ruta de la hexosamina y se requiere para la glicosilacién de
proteinas y la uniéon de analogos de glicosilfosfatidilinositol. Por lo tanto, la disponibilidad de
nucledtidos de uracilo podria afectar a estos importantes procesos biosintéticos. Estudios
recientes muestran que la sintesis reducida de UDP-GIcNAc influye tanto en la progresion del
ciclo celular como en la susceptibilidad a la apoptosis [79]. Los nucledtidos de citidina también
son necesarios para la modificacién postraduccional de las proteinas y la sintesis de CMP-N-

acetilneuraminico (CMP-NANA) que es esencial para la sialilazacién de proteinas [80], [81].
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Aunque la existencia de grupos de nucleétidos distintos ha sido debatida [75], hay
pruebas de que el origen del nucledtido puede desempefiar un papel en el dictado de su destino.
Se ha visto que las pirimidinas incorporadas en UDP-azUcar se producen principalmente a partir
de la via de sintesis de novo, mientras que las derivadas de la via de salvamento se destinan
principalmente a la sintesis de RNA [78]. Estudios adicionales han apoyado la canalizacién de
UTP derivados de orotato en la formacién de UDP-azlcar en hepatocitos de rata [82], [83]. Por
el contrario, se he demostrado que el aumento, en los linfocitos T, inducido por mitégenos de
nucleétidos de pirimidina o UDP-glucosa se produce tanto por las vias de novo como de

salvamento [84].

1.5.3. Sintesis de RNA y DNA

La sintesis de pirimidina es necesaria para la formacién de RNA y DNA. UTP y CTP se
incorporan directamente en las cadenas de RNA en crecimiento, mientras que las bases para la
sintesis de DNA se derivan de los correspondientes desoxirribonucledétidos (dTTP y dCTP). La
conversion de los ribonucleétidos a desoxirribonucleétidos se produce a nivel de UDP y CDP y
se cataliza mediante la ribonucledtido reductasa, la enzima limitante de la sintesis de DNA [51].
dCDP se convierte en dCTP en un solo paso por la nucledsido difosfato quinasa, mientras que el
metabolismo de dUDP a dTTP requiere un minimo de cuatro pasos adicionales. Una vez

formado, dTTP y dCTP proporcionan los sustratos para la polimerizacidon del DNA.

1.5.4. Sintesis de fosfatidilcolina

PC es el lipido mas abundante en células eucariotas. Ademas de su papel en la sintesis
de membranas, proporciona el reservorio de numerosos derivados de lipidos, incluyendo
lisofosfatidilcolina, acido fosfatidico, diacilglicerol, acido lisofosfatidico, factor activador de
plaquetas y acido araquiddnico [73]. Estos derivados también tienen papeles importantes como
segundos mensajeros y de ese modo influyen en multiples procesos de sefializacién celular
(Figura 1.8). Aunque hay dos vias establecidas por las cuales se puede sintetizar PC, en los
mamiferos la ruta CDP-colina es la ruta principal de sintesis. Esta es iniciada por la CTP sintetasa,
la enzima que convierte el UTP en CTP a través de una reaccién de glutaminacién dependiente
de ATP. Se ha demostrado que la enzima limitante de la velocidad en la sintesis de PC,
CTP:fosfocolina citidiltransferasa, esta regulada por la concentracién de CTP en las células [85],
[86]. Por lo tanto, la biosintesis de PC y los fosfolipidos posteriores derivados de lipidos es

absolutamente dependiente de la sintesis de CTP en mamiferos.
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Figura 1.8. Representacion esquemadtica de la utilizacién de los diferentes productos obtenidos a partir del UTP
sintetizado en la ruta de sintesis de novo de pirimidinas. CDP-diacilglicerol (CDP-DAG), CDP-colina, CDP-etanolamina,
UDP-azucar, UDP-N-Acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), fosfoetfosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (Pl) y proteinas O-GlucoNAcetiladas.

Por otro lado, la inhibicién de la sintesis de PC es suficiente para provocar la detencién
del ciclo celular y la apoptosis [87]. Hay una inactivacién rapida de la sintesis de PC durante la
apoptosis, lo que sugiere que el desacoplamiento de este proceso es parte del programa de
muerte celular [61]. Previsiblemente, la sintesis de PC es uno de los puntos finales esenciales

relacionados con la ruta de las pirimidinas que influye en la viabilidad y el destino de las células.
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1.6. Plasmalema neuronal

Los procesos mentales dependen de las redes neuronales, que dependen de las
conexiones entre las neuronas, es decir, sinapsis, establecidas a través de sus superficies
formadas por sus membranas plasmaticas. Las membranas plasmaticas de las neuronas
(plasmalema) tiene normalmente un area de aproximadamente 250,000 um?, mientras que la
superficie de una célula esférica con un didmetro de 20 um asciende a solo 1,256 um?2. Una
neurita de 1 um de didmetro que se alarga a 0,5 mm por dia debe expandir su superficie a una
velocidad de aproximadamente 1 um? por minuto. Por lo tanto, la formacién de axones y
dendritas y el mantenimiento de la superficie neuronal requiere una sintesis de membrana

continua [88].

Enla AD, la pérdida neuronal es precedida por una pérdida de sinapsis [89]. Esta pérdida
se ha relacionado con alteraciones en la composicién y la estructura de membranas neuronales.
De hecho, los fosfolipidos son significativamente mas bajos en ratones doble trasgénicos para
ABPP/PS1 que sobreexpresan formas mutantes de ABPP humano y presenilina 1, un
componente del complejo y-secretasa [90]. La fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina (PE), los
fosfolipidos mas abundantes en las neuronas, se encuentran disminuidos en las muestras

cerebrales de pacientes con AD [91] [92], [93].

PC y PE se sintetizan a través de las vias de citidina difosfato, (CDP)-colina y CDP-
etanolamina, y requieren CTP. CTP:fosfocolina/fosfoetanolamina citidiltransferasas (CCT)
catalizan los pasos limitantes de las rutas de biosintesis de PC y PE. Sus bajas afinidades por CTP
sugieren que la actividad de estas enzimas y la tasa de sintesis de fosfolipidos depende en gran
medida de la concentracidén celular de CTP [94], [95]. El vinculo entre la sintesis de novo de CTP
y la funcién OXPHOS podria explicar que la inhibicién del CIV por azida sddica afecte a la
formacién de extensiones de membrana plasmatica en las células del linaje de oligodendrocitos
de rata [96]. Por otro lado, en células de rata de feocromocitoma PC12 desacoplantes, como el
CCCP vy dinitrofenol (DNP), aumentan la produccién CDP-colina [97]. Los desacoplantes
mitocondriales aumentan el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria [98],
facilitando asi la actividad de DHODH al suministrar su aceptor de electrones, el coenzima Qo
oxidado. Se ha demostrado que DNP estimula el crecimiento de neuritas, y por lo tanto la
extensién de la membrana plasmatica, en cultivos de neuronas corticales y del hipocampo de
embriones de rata. Este compuesto también promueve la neuritogénesis y la diferenciacion
neuronal en el neuroblastoma de ratdn, en la linea celular Neuroblastoma 2a y células madre

embrionarias [99], [100].
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En células de feocromocitoma PC12 de rata y de neuroblastoma humano LAN-5 y SH-
SY5Y, la uridina o citidina exdgena mejoran la diferenciacion celular, como lo demuestra el
crecimiento de neuritas (aumento del nimero de neuritas por célula, ramificacién de neuritas,
neurofilamentos de neurita y cantidad de fosfolipidos) [59][101]-[105]. Las secciones de nucleo
estriado de rata incubadas con citidina muestran un aumento en la sintesis de PCy PE [106]. La
suplementacion de uridina o citidina a jerbos, cobayas, ratones y ratas aumenta los niveles en
cerebro de fosfolipidos y neurofilamentos en neuritas, y una mayor complejidad dendritica y
densidad de la columna de las células piramidales de la capa V en el cerebro de rata [101], [107],
[116]-[118], [108]-[115]. Células cultivadas con un inhibidor del Clll muestran una disminucién

significativa en la cantidad total de UDP-glucosa [55].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis

La enfermedad de Alzheimer se trata de un proceso neurodegenerativo crénico y
progresivo del que, a pesar de todas la teorias e hipdtesis, la causa exacta aun resulta
desconocida. Por el momento la aparicidon de la enfermedad se asocia a diversos factores,
pero el factor de riesgo mds importante es la edad, mds adn cuando las sociedades
occidentales estan envejeciendo tan rapidamente. Desafortunadamente los farmacos
disponibles por el momento solo sirven pararetrasar la aparicién de los sintomas o ralentizar
levemente su progresién. El empleo de nuevas terapias es urgente en esta enfermedad que
por el momento es incurable. El desarrollo de un tratamiento eficiente solo se logrard
comprendiendo completamente la etiologia de la enfermedad. La identificacién de los
grupos de riesgo también supondra un gran avance para el correcto tratamiento.

Pese a que las neuronas son células completamente diferenciadas, sus requerimientos
de pirimidinas, para mantener y reparar la extensa membrana plasmatica que compone sus
neuritas, hacen suponer que la ruta de sintesis de novo de nucledtidos de pirimidinas
necesita estar activa en el cerebro humano adulto. Esta ruta esta conectada con el sistema
OXPHOQS, a través de la enzima DHODH, y se ha visto que los pacientes con AD muestran
dafios mitocondriales antes que los demas sintomas. Por ello, nuestra hipétesis propone
gue un dafio en el sistema OXPHOS conlleva a un dafio en la ruta de sintesis de novo de

nucledtidos de pirimidinas y como consecuencia en la viabilidad neuronal.
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Objetivos

1. Confirmacidn de la presencia de la ruta de sintesis de novo de nucledtidos de pirimidinas
en cerebro humano adulto. Para ello se determinard si el mRNA y la proteina DHODH se
encuentran en cerebro adulto, si la enzima estd activa y en que células en particular del

tejido cerebral se localiza.

2. Estudio de la funcionalidad de la ruta de sintesis de novo y la ruta de salvamento de
nucledtidos de pirimidinas en pacientes con AD. Para ello, se compararan los niveles de
expresidn de los mensajeros de las enzimas DHODH, de la ruta de sintesis de novo, y UCK2,
de la ruta de salvamento, en diferentes regiones cerebrales de pacientes con distintos

grados de la enfermedad y con respecto a cerebros de individuos sanos.

3. Caracterizacion de la conexién entre el sistema OXPHOS y la produccién de pirimidinas
en pacientes con AD. Para ello, se analizardn las diferencias en los valores de expresion del
mensajero de una de las subunidades del complejo IV del sistema OXPHOS, estudiando
como se modifican segun el grado de enfermedad y como se correlacionan con los niveles
de mRNA de los genes participantes en la obtencidn de nucledtidos de pirimidinas (DHODH

y UCK2).

4. Analizar la conexidn entre el sistema OXPHOS vy la sintesis de nucleétidos de pirimidinas
en un modelo celular. Utilizando la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y como modelo,
estudiaremos como se afecta la formacién de neuronas por un deterioro en el sistema
OXPHOS v, por tanto, en la ruta de biosintesis de pirimidinas, y como se podria evitar este

dafio administrando el producto final de la ruta, la uridina.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudio de la ruta de biosintesis de novo de pirimidinas en cerebro

humano adulto

3.1.1. Expresion de mRNAs

3.1.1.1. Revision de bases de datos

Pese a las teorias de como suplen los tejidos no replicativos sus requerimientos de
nucledtidos, son muchas las especies que expresan mRNA de DHODH en el tejido cerebral. En la
base de datos Expression Atlas podemos encontrar numerosos estudios de RNA-Seq en cerebro,
donde se observa la presencia de, no solo mRNA de DHODH, sino de las otras dos enzimas que
completan la ruta, CAD Y UMPS. Estos mensajeros se pueden encontrar tanto en primates y
otros mamiferos placentarios y marsupiales, como en aves y anfibios (Tabla 3.1). Al recopilar
toda esta informacion, se observa como el nimero de transcritos por millén (TPM) entre los
diferentes genes de la ruta de sintesis de novo no son muy diferentes. Lo mismo ocurre al
compararlos con los niveles de mRNA de una de las enzimas de la ruta de salvamento, UCK2.
Tabla 3.1. Niveles de mRNA para las enzimas de la ruta de sintesis de novo (CAD, DHODH y UMPS) y de salvamento

(UCK2) de pirimidinas en cerebro de diferentes especies. Los nimeros indican los transcritos del gen en particular por
milldn de transcritos (TPM).

Especie CAD DHODH UMPS UCK2
Chlorocebus sabaeus 4-32 1-10 6-24 5-18
Macaca Mulatta 14-15 14-18 6 16-29
Papio anubis 8-13 5-9 9-14 13-32
Mamiferos Rattus norvegicus 4-11 4-6 22-34 11-26
placentarios Mus musculus 6-27 6-10 11-30 13-71
Equus caballus 6 7 53 26
Bos taurus 8-9 - 6 42
Ovis aries 1 4 4 7
Mamlft?ros Monodelphis domestica 23 32 39 22
marsupiales
Aves Gallus gallus 8-9 6-10 8-12 62-79
Anfibios Xenopus tropicalis 33 25 18 12
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Mediante una segunda técnica, hibridacidn in situ, se detectd la presencia de mRNA para
la enzima DHODH en hipocampo, corteza cerebral y neocortex de rata adulta (Gerlach et al.
2011). En este estudio, ademas de abordar la segunda enzima de la sintesis de novo de

pirimidinas, también se estudié CAD y UMPS [119].

La presencia de mRNAs de CAD, DHODH y UMPS en cerebro de especies tan diferentes
como mamiferos y anfibios, sugiere que también deberia estar presente en otros animales como
los humanos. En la base de datos The Human Protein Atlas se muestra que en la corteza cerebral

hay expresion de las tres enzimas: CAD, 5,7 TPM; DHODH, 10,6 TPM; UMPS, 2,4 TPM.

Los valores mostrados en The Human Protein Atlas no van respaldados con un acceso al
estudio en el que se obtuvieron, por lo que se desconoce la edad o el cuadro clinico de los
individuos. Sin embargo, en la base de datos de Expression Atlas si que se puede acceder al
estudio del que provienen los datos. De este modo se realizé una revision de los datos sobre la
presencia de mRNA en diferentes regiones de cerebro humano adulto, observandose que los
datos de diferentes estudios, genes o regiones cerebrales muestran niveles de mRNA

comparables (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Niumero de transcritos por millén (TPM) en diferentes regiones de cerebro humano adulto de cuatro

estudios diferentes. F: individuos de sexo femenino; M: individuos con sexo masculino. La edad viene dada en afios.

Region Cerebral
Amigdala
Cerebro
Meninges
Nicleo caudado
Cerebelo
Diencéfalo
Tdlamo dorsal
Dura madre

Globus pallidus
Formacién hipocampal
Locus ceruleo

Medula oblongada

Giro frontal medio

Giro temporal medio

Cortex occipital

Lébulo occipital
Aparato olfatorio

Lébulo parietal

Glandula pineal
Gldandula pituitaria

Putamen
Médula espinal

Substantia nigra
Cerebro

Cerebelo
Lébulo frontal
Cortex prefrontal

Lébulo temporal

CAD
1
1
1
3

0.7

0.9

0.9

0.9

0.5

10
20
17
10
20

DHODH

(o))

u A B B P W N B

A W 0 NN P Wb

UMPS
11

13
11
12
11
13
11

10

10

11

10

UCK2

10

23
15
16
12

GAPDH

1322
894

1484
2332
1891
2975

Sexo-Edad
F60, F76
M18
F82
F60, F76
F60, F76
M26(29)
F60, F76
F59
F60, F76

F60, F76
F60, F76

F60, F76

F60, F76

F60, F76

F60, F76
M27

F87

F60, F76
F60, F76

F60, F76

F60
F60, F76
F60, F76

F77
M66

F, M
F, M
M
M

Estudio
68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom

68 Fantom

68 Fantom

68 Fantom

68 Fantom

68 Fantom

68 Fantom
68 Fantom

68 Fantom

68 Fantom
68 Fantom

68 Fantom

68 Fantom
68 Fantom
68 Fantom

Illumina
Encode

Kaessmann
Kaessmann
Kaessmann

Kaessmann
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3.1.1.2. Analisis de los niveles de mRNA mediante RT-qPCR

Para cuantificar el nivel de mRNA de DHODH en cerebro humano adulto se utilizdé una

tercera técnica, RT-gPCR. Con el objetivo de comparar las dos rutas de la sintesis de nucleétidos

de pirimidina, ademas del mRNA para la enzima DHODH, se estudié el de la enzima UCK2. En

primer lugar, se puso a punto la técnica y se verificd la expresién de mRNA de DHODH y UCK2

en cerebro humano. Con el fin de obtener un valor absoluto en nimero de copias, se cred un

pldsmido para los genes DHODH y UCK2. Una vez sintetizados los pldsmidos y puesto a punto

una curva estandar se repitieron los analisis de expresién (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Niveles de mRNA de DHODH y UCK2 en corteza entorrinal de individuos sanos. Se muestran las medias +

su desviacion estandar de los valores absolutos, en nimero de copias, que le corresponde al ciclo de amplificacion
(C7) para DHODH (A) y UCK2 (B). Los nimeros de copias estan normalizados por 10 ng de RNA. Individuos: B201:
mujer, 83 afos, PM de 5 h; B202: mujer, 47 aiios, PM: 9 h; B203: mujer, 48 afios, PM: 14 h 30 min.

DHODH A
Curva estandar Muestras
Cr N° de copias Individuo Cr N° de copias
23,58 £ 0,19 (2) 40.000 B201 27,69 £ 0,40 (3) 1.925 £ 592 (3)
26,97 + 2,47 (2) 4.000 B202 28,31 +0,03 (3) 1.164 + 32 (3)
29,43 0,04 (2) 400 B203 28,47 £ 0,15 (3) 1.032 £120 (3)
UCK2 B
Curva estandar Muestras
Cr N° de copias Individuo Cr N° de copias
20,70 £ 0,03 (2) 540.000 B201 25,67 £0,62 (3) 17818 7645 (3)
24,19+ 2,51 (2) 54.000 B202 25,99 + 0,03 (3) 13523 +276 (3)
27,43 +0,05 (2) 5.400 B203 25,94+ 0,01 (3) 14050 + 111 (3)

Los resultados obtenidos confirman la presencia de mRNA de DHODH en el cerebro de

numero de muestras, trabajando con hipocampo de 9 individuos sanos.

humano adulto. Para determinar los valores normales en la poblacion control extendimos el
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A Curva estandar
Standard Curve ¢ N° de copias
23,63 +0,24 (2) 40.000
“ " Target: DHODH 27,67 £ 0,05 (2) 4,000
= 31,27 £ 0,48 (2) 400
- 33,73 +3,21(2) 40
C
a
a0 Muestras
- 2 N° de paciente C; N° de copias
° B004 28,96 +0,03 (3) | 1.421 +34(3)
® BOOS 29,33 £0,12(3) | 1.108 +90(3)
7 B006 28,63 £0,02(3) | 1.781 +28(3)
- B0O7 28,71 0,02 (3) | 1.688 24 (3)
- B008 29,56 + 0,11 (3) 945 +71 (3)
BO10 29,06 £0,05(3) | 1.333 £51(3)
*7 | standard n BO11 28,91 0,05 (3) 1.469 + 54 (3)
= = P e e e BO12 29,63 + 0,09 (3) 903 +54 (3)
Quantity BO17 28,67 0,14 (3) | 1.736 +169 (3)

Figura 3.1. Niveles de mRNA de DHODH en el giro dentado de individuos sanos. A: Curva estandar; B: Tabla mostrando
las medias + su desviacion estandar de los valores de Cr y nimero de copias de los puntos de la curva estandar; C:
Tabla mostrando las medias + su desviacion estandar de los valores de Cry nimero de copias de las muestras.

Por cada 10 ng de RNA se obtuvieron 1000 copias de mRNA de DHODH (Figura 3.1), mientras

que para UCK2, fueron 15000 copias (Figura 3.2).

B
[ curvaestindar |
A C; N° de copias
. Standard Curve 21,89 + 0,07 (2) 540.000
. Farasi e 25,42 + 0,03 (2) 54.000
29,12 £ 0,26 (2) 5.400
o 32,56 + 2,44 (2) 540
30
20 c
. e ]
e N° de paciente C N° de copias
. B004 27,57 0,09 (3) | 13.828 + 864 (3)
BOOS 27,49 0,07 (3) | 14.539 + 626 (3)
© BOO6 27,35 £ 0,05 (3) | 15.856 £ 506 (3)
= B0O7 26,97 £ 0,05 (3) | 20.254 + 684 (3)
2 B008 28,34 + 0,08 (3) 8.388 + 443 (3)
2| [l standard BO10 27,95 +0,02 (3) | 10.809 + 134 (3)
o - o P~ — ol BO11 27,55 + 0,04 (3) | 13.950 + 384 (3)
Quantity BO12 28,06 + 0,15 (3) | 10.070 991 (3)
B017 27,47 0,19 (3) | 14.769 + 1797 (3)

Figura 3.2. Niveles de mRNA de UCK2 en el giro dentado de individuos sanos. A: Curva estandar; B: Tabla mostrando
las medias + su desviacion estandar de los valores de Cr y nimero de copias de los puntos de la curva estandar; C:
Tabla mostrando las medias + su desviacién estandar de los valores de Cr y nimero de copias de las muestras.
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Al comparar los valores de mRNA de los dos genes, se observa que los niveles de mRNA
de UCK2 son mayores en una proporcion de aproximadamente 1:10 para DHODH frente a UCK2.
Sin embargo, en estos analisis se cargd, por un lado, el pldsmido construido para la curva
estandar que solo posee el gen analizado, siendo una muestra sencilla; mientras que, por otro
lado, las muestras complejas cuentan con todos los mRNA obtenidos de la extraccién directa del
tejido. Por tanto, podria ocurrir que el nimero de copias estuviera infravalorado. Por ello, se
puso a punto un protocolo en el que fuera posible analizar en el mismo pocillo los mRNA de los
tres genes, DHODH y UCK2, mas el gen para normalizar, que codifica la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), enzima implicada en la glucélisis. Se sintetizé para ello, un plasmido
con GAPDH y se realizd una curva estandar. Ademas, los resultados anteriores se centraban en
tan solo una region cerebral (giro dentado del hipocampo), por lo que también se amplid el
analisis a tres zonas mas: region CA1 del hipocampo (CA1), locus ceruleo (LC) y corteza entorrinal

(CE) (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Niveles de mRNA de DHODH y UCK2 normalizados por GAPDH vy el cociente DHODH/UCK2 en diferentes
regiones cerebrales. Se muestran las medias + su desviacién estandar de los individuos sanos de cuatro regiones
cerebrales. Los valores de DHODH y UCK2 normalizados con GAPDH indican los transcritos del gen particular por mil
transcritos del gen normalizador.

mRNA Region CA1 Corteza entorrinal Giro dentado Locus certleo
DHODH/GAPDH (x103) 6,61 + 1,55 5,48 + 1,57 5,07 + 1,60 12,20 + 5,96

UCK2/GAPDH (x103) 28,70 + 4,87 33,62 + 4,55 49,30 + 11,96 71,83 +12,24
DHODH/UCK2 (x103) 0,29 + 0,04 0,32 + 0,05 0,10 + 0,02 0,22 + 0,12

Los cocientes de mRNA de DHODH frente al mRNA de GAPDH muestran unos valores
muy similares a los descritos en |la base de datos Expression Atlas, de entre 1,34 y 3,37 transcritos

de DHODH por 1000 de GAPDH.

Los niveles de mRNA de DHODH y UCK2 presentaron una proporcién de entre 1:5y 1:10.
Dependiendo de la regién cerebral, los niveles de mRNA de DHODH son entre 4,3 y 9,7 veces
mas bajos que los niveles de UCK2, valores comparables con los mostrados en Expression Atlas
(3,0 — 5,3). Estos resultados se obtuvieron en mas de 40 muestras provenientes de tejido

cerebral de individuos sanos.
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Al comprar regiones cerebrales, se puede observar como los niveles de DHODH vy
UCK2 son significativamente mas altos en las muestras del locus ceruleo que en el resto de

regiones (Figura 3.3).

40~ 150+
30+
I
o v 5 100- v
< o
g 201 ) V_E_
5 B A
o X v
a B
104
A Yyvy A
O T T T T O T T T T
CA1 CE GD LC CA1 CE GD LC
Test Kruskal-Wallis p < 0,0001 Test Kruskal-Wallis p < 0,0001

Figura 3.3. Representacion mediante diagrama de puntos del nimero de copias de mRNA de DHODH y UCK2
normalizado por GAPDH en diferentes regiones cerebrales de individuos sanos. CAl: regién CA1; CE: corteza
entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus ceruleo. Los valores representan el gen en particular por mil copias del gen
normalizador. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviacion estandar. Las
rayas rojas indican una significancia marcada por la prueba post hoc Dunn con un p < 0,0083.

Asimismo, se puede observar como el drea del locus certdleo también posee un
cociente de expresion de mRNA de DHODH/UCK2 significativamente mas elevado que giro

dentado y corteza entorrinal (Test Kruskal-Wallis p < 0,0001) (Figura 3.4).

1.24

1.0+

0.8+

0.6+

DHODH/UCK2

0.4+

v
0.2 YlyY

0.0

T
CAl CE GD LC

Figura 3.4. Representaciéon mediante diagrama de puntos del cociente de los niveles de expresion de DHODH y UCK2
en los individuos adultos sanos de las 4 regiones cerebrales. CAl: regidon CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado;
LC: locus ceruleo. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviacion estandar. Las
rayas rojas indican una significancia marcada por la prueba post hoc Dunn con un p < 0,0083.
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3.1.2. Proteinas

Una vez confirmada la trascripcion del gen DHODH en cerebro humano adulto, quisimos

ver si era posible la identificacidn de la proteina DHODH.

Estudios en enriquecido mitocondrial de cerebro ya revelaron la presencia de la proteina
en este tejido en rata [120]. El Western blot, con un anticuerpo propio, mostré la presencia de
DHODH en diferentes regiones de cerebro: cerebelo, tronco del encéfalo, hipocampo, corteza
cerebral, estriado y médula espinal. En todas ellas, aunque con diferentes niveles de intensidad,

se pudo apreciar la aparicién de una banda a la altura adecuada.

3.1.2.1. Proteina CAD en cerebro

Para confirmar la presencia de las enzimas de la ruta de sintesis de novo de pirimidinas
en cerebro humano adulto, en primer lugar, se realizé un Western blot de CAD. Se obtuvo una
Unica banda con un peso de alrededor de 250 kDa, correspondiente con el tamafio de la enzima,

243 kDa (Figura 3.5).

Cerebro Enzima
Cerebro )
Recombinante
M
250 kDa a
=
3
50 kDo —
Lt
37 kDa — -

Figura 3.5. Imagenes representativas de las membranas obtenidas de Westen blot de CAD (anticuerpo monoclonal)
y DHODH (anticuerpo policlonal) en cerebro humano. M: marcador de pesos moleculares. CAD: Muestra de cerebro
control, 40 y 80 pg de proteina cargada. DHODH: Muestra de cerebro control 180 pg de proteina cargada; Enzima
recombinante comercial, 250 ng de proteina cargada. La flecha roja sefiala la banda cuyo peso se corresponde con el
de la enzima DHODH.

3.1.2.2. Proteina DHODH en cerebro

En el caso de la enzima DHODH, en primer lugar se utilizé un anticuerpo anti-DHODH
policlonal. Y aunque al revelar las muestras, se vieron numerosas bandas, una de ellas se
correspondia con el peso de la proteina (43 kDa) y, ademas, se encontraba a la misma altura que
la banda de la enzima comercial. Enzima recombinante humana sintetizada por una casa
comercial cuya secuencia contiene desde el aminoacido 31 hasta completar la proteina con el
aminodcido 395, por lo que el peso se correspondié con el mismo esperado para las muestras

(42 kDa) (Figura 3.5).
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Iguales resultados se observaron al realizar el Westen blot en diferentes regiones de
tejido cerebral humano: hipocampo, corteza entorrinal y putamen. Y aunque igualmente se

obtuvo mas de una banda, una de ellas siempre coincidié con el peso esperado (Figura 3.6).

M Hipocampo C. Entorrinal Putamen

50 kDa

37 kDa

Figura 3.6. Imagen representativa de la membrana obtenida de un Western blot de DHODH (anticuerpo policlonal)
en cerebro humano adulto. M: marcador de pesos moleculares. Se cargaron 100 pg de proteina de hipocampo y 180
ug de proteina de corteza entorrinal y putamen. La flecha roja sefiala las bandas cuyo peso se corresponde con el de
la enzima DHODH.

Al trabajar con un anticuerpo anti-DHODH monoclonal, aunque el revelado fue mas
limpio, también se obtuvo mds de una banda. Pero de nuevo, una de ellas, ademas de tener el

tamafio adecuado, también coincidio a la altura de la enzima comercial (Figura 3.7.A).

Clon 32-141
DHODH

M ER Cerebro M Control -

64 KDa
49 KDa

37 KDa

26 KDa

50 kDa 19 KDa

15 KDa
37 kDa

Figura 3.7. Imagenes representativas obtenidas de las membranas de Western blot de DHODH (anticuerpo
monoclonal). M: marcador de pesos moleculares. A: WB en cerebro humano (40 y 80 ug de proteinas cargadas) y
enzima DHODH recombinante comercial (250 ng de proteina cargada). B: WB de sobrenadante y pellet (S y P) de
sonicado bacteriano, control negativo (control -) y clon que expresa el fragmento de 28 aminoacidos (32-141) de la
enzima DHODH.
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Asimismo, se sintetizé en nuestro laboratorio la regidn especifica que la casa comercial
utilizé para generar el anticuerpo monoclonal. Para ello se cloné la regidon de la proteina
comprendida entre los aminodcidos 32 y 141. Al realizar el Western blot se confirmd que el
anticuerpo reconoce el fragmento de la DHODH, ya que se obtuvo una banda del peso

correspondiente a la regién clonada (Figura 3.7.B).

Complementariamente se analizaron las bandas obtenidas en el Western blot de
DHODH de cerebro en la Unidad de Protedmica de la Universidad Complutense de Madrid. Se
enviaron las bandas recortadas de los geles de una muestra de corteza entorrinal de cerebro
humano adulto y de la linea celular SH-SY5Y sin diferenciar, ya que se trata de una linea tumoral
con alta capacidad replicativa y, por tanto, con altos requerimientos de pirimidinas (Figura 3.8)

[121], [122].

M SH-SY5Y Cerebro

|

- 7 n‘. o
50 kba

- N

vee

|

Figura 3.8. Imagen representativa de la membrana obtenida de un Western blot de DHODH (anticuerpo policlonal)
en la linea celular SH-SY5Y y cerebro humano adulto. M: marcador de pesos moleculares. Se cargaron 70 pg de
proteina de la linea celular SH-SY5Y y 250 pg de proteina de cerebro (corteza entorrinal). La flecha roja sefiala la banda
cuyo peso se corresponde con el de la enzima DHODH y que, junto a la banda de la muestra de la linea celular SH-
SY5Y, se envid a la Unidad de Protedmica.

En primer lugar, realizaron la huella peptidica, pero en ella no se identificé la enzima
DHODH, tanto en la linea celular SH-SY5Y como en cerebro. Por ello, mediante nano-
cromatografia liquida se realizé el andlisis de protedmica dirigida (PRM) en ambas muestras.
Para la identificacidn se analizaron, al menos, cinco fragmentos peptidicos de la proteina DHODH

denominado en UniProt como Q02127/ PYRD_Human (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Péptidos de la proteina DHODH empleados para el analisis de protedmica dirigida (PRM).

En este caso, en la muestra procedente de la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y
sin diferenciar se identificaron claramente 3 de los péptidos de la proteina con sus
correspondientes espectros de fragmentacion (Anexo |). Sin embargo, en el tejido cerebral
humano no se pudo confirmar la presencia de la proteina. Al comparar los perfiles
cromatograficos de los péptidos identificados con los de la linea celular SH-SY5Y, se vio que no
se parecian, lo cual podria deberse a que la muestra de cerebro contenia mucho ruido de fondo

(Figura 3.10).

FTSLGLLPR

SH-SY5Y - CH
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Figura 3.10. Representacién de los perfiles cromatograficos del andlisis de protedmica dirigida de cerebro y la linea
celular SH-SY5Y. Comparacion de 1 de los 3 péptidos identificados en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y (FTSLGLLPR)
de la proteina DHODH con los perfiles cromatograficos del tejido cerebral humano (CH).
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Para purificar mds la proteina de interés se hizo una separacion electroforética

bidimensional con la muestra de cerebro humano (Figura 3.11).
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63 lfﬁa e

48 KDa E]

35 KDa %

i ‘
48 KDa _—
)
|
)
351}03
|
25 kDa =
OjDa
17 KDa
|
)
) .

N

Membrana PVDF

e

Figura 3.11. Gel y membrana obtenidos al realizar la separacién electroforética bidimensional de DHODH en corteza
entorrinal. A: Gel tefiido con Azul de Comassie. B: Membrana PVDF revelada con el anticuerpo anti-DHODH policlonal.
Recuadros rojos: puntos recortados para realizar la huella peptidica; flecha verde, punto analizado por protedmica
dirigida.

Tras realizar esta técnica se revelé la membrana y se escogieron varios de los puntos
fluorescentes para la huella peptidica. El resultado obtenido, como ya habia ocurrido tanto con
la linea de neuroblastoma SH-SY5Y, como con la muestra de cerebro previa, no mostrd la
proteina de interés. A continuacidn, se realizd el andlisis por proteémica dirigida, para ello se

escogio el punto que mejor encajaba con el peso molecular de la proteina, y que ademas resultd

ser el punto con mayor intensidad de fluorescencia al revelar la membrana.

Cromatograficamente se encontraron evidencias de la presencia de la proteina en la
muestra de cerebro humano, pero estos resultados no superaron los pardmetros de calidad
necesarios para poder confirmar la presencia de la proteina en la muestra, quiza debido a la baja

concentracién de la enzima (Anexo Il).
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Para realizar una estimacion de la cantidad de proteina, se realizaron varios Western
blot con diferentes cantidades de la enzima recombinante DHODH hasta que la intensidad de la
muestra de cerebro quedd dentro de las intensidades de dos concentraciones de la enzima
comercial. Segun el resultado obtenido, por cada 180 ug de tejido cerebral cargado, se mostrd
una intensidad de fluorescencia intermedia entre los valores correspondientes a las
concentraciones de 0,4 ng y 4 ng de enzima comercial. Por lo que podria decirse que por cada

miligramo de cerebro se encuentran entre 2 y 22 ng de proteina DHODH (Figura 3.12).

M DHODH Cerebro DHODH
S8 o0ang 180pg 4ang
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Figura 3.12. Imagen representativa de la membrana obtenida de un Western blot para la cuantificacién de la enzima
DHODH por microgramo de proteina de cerebro. M: marcador de pesos moleculares. Se cargaron 0,4 y 4 ng de
proteina de enzima recombinante DHODH y 180 pg de proteina de cerebro.

3.1.3. Actividad

3.1.3.1. Revision bibliografica

Aunque la ruta de sintesis de novo de pirimidinas no ha sido tan estudiada como la de
las purinas, encontramos algun estudio, relativamente reciente, donde se mide la actividad de
la enzima DHODH mediante espectofotometria en células u homogenado de tejidos (cerebro no
incluido) [64]. Pero al intentar adaptar estos protocolos a tejido cerebral no obtuvimos un buen
resultado. Pese a ello, existen numerosos estudios que evidencian la presencia de la ruta de
sintesis de novo en cerebro, demostrando la actividad de cada una de las enzimas que componen
los diferentes pasos de la ruta. En los afios 70, varios estudios acerca de la actividad de esta ruta
fueron publicados. La mayoria de estos trabajos utilizaron sustratos de las diferentes enzimas,
marcados radiactivamente, para ver la incorporacidon de esa radiactividad en los sucesivos
productos de la ruta. Aunque la mayor parte de estos trabajos se realizaron en diferentes

especies de roedores.
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Algunos estudios se centraron en la evolucidon de las actividades de las distintas enzimas
de la ruta a lo largo de la gestaciéon y los primeros dias de vida en ratas. En ellos se mostré como
la actividad de la enzima multifuncional CAD poseia un pico maximo de actividad en los dias
posteriores al nacimiento [123]-[125]. Esto podria deberse a que el cerebelo en rata no
completa su total desarrollo hasta la semana 3 [126]. El tejido nervioso, al igual que el resto de
los tejidos en desarrollo que conforman un individuo, necesitaria un gran aporte de pirimidinas,
moléculas necesarias tanto para la sintesis de DNA y RNA como para la formacién de

fosfolipidos, glucolipidos o glicoproteinas. Y por lo tanto un gran rendimiento de la ruta de novo.

Estudios en los que se inyectd intracranealmente alguno de los sustratos de la ruta
marcados de forma radiactiva, revelaron tras el sacrificio, altos niveles de nucledtidos de
pirimidina radiactivas en cerebro de rata, ratdn y gato adulto [127]—[132]. Esto podria deberse
a que los sustratos atraviesan la barrera hematoencefdlica hacia otros tejidos, en donde se
incorporan a la ruta, y posteriormente vuelven en forma de pirimidina al cerebro. Pero los
tiempos de sacrificio tras la administracidn son muy bajos, entre 20 y 40 minutos, lo que sugiere

gue la ruta de sintesis de novo se encuentra en el cerebro [128], [130], [131].

Ademsds, la administracién intracraneal del inhibidor de UMPS, el ribonucleico de
Azauridina, forma incapaz de atravesar la barrera hematoencefdlica, se ha visto que inhibe la
actividad de la ruta en el cerebro [129]. Igualmente, también in vivo, la administracién
intracraneal de PALA, inhibidor de CAD, provoca una inhibicion de la sintesis de novo, mientras
que una administracién sistémica estaria provocando dafos al privar al cerebro del material

necesario para la ruta de salvamento [132].

Del mismo modo, se realizaron estudios in vitro sobre la actividad de la ruta en secciones
u homogenado de tejido. Los resultados positivos implican que la actividad medida pertenece
tan solo a la generada en el cerebro. En estos casos, también se midiéd como la adicion de alguno
de los sustratos de la ruta, marcados radiactivamente, acaban produciendo nucledtidos de
pirimidina marcados en cerebro de ratén y rata [123], [133]-[135]. Ademds, cuando se emplean,
en cerebro de rata, inhibidores de las enzimas DHODH y UMPS, como Azauridina o barbituricos,

la actividad disminuye [123] [134].
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3.1.3.2. Consumo de Oxigeno

Debido a su localizacién y funcidn, la enzima DHODH tiene un importante papel en la
respiracion celular. Se encuentra en la membrana interior de la mitocondria y su funcién implica
la oxidacidn, mediada por ubiquinona, de dihidroorotato a orotato. Por lo que una forma de
determinar su actividad podria ser midiendo el consumo de oxigeno tras la adicién de su

sustrato, el dihidrorotato (DHO).

Por ello, se puso a punto un protocolo con el oxigrafo, para observar si el tejido cerebral,
en presencia de DHO, provocaba un aumento en el consumo de oxigeno. Durante este apartado
se trabajo solo con tejido cerebral de ratdn, ya que la obtencidn de tejido cerebral humano en

estas condiciones resulté imposible.

En primer lugar se confirmé si el proceso de preparacion de las muestras era correcto.
Para ello se realizé una medicion previa en el oxigrafo y se observd, tras la adicidn de succinato,
que se habian abierto poros en las membranas celulares y, con la adicion de citocromo c, que

las mitocondrias se encontraban intactas [136] (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Grafica representativa del consumo de O, de cerebro de ratén en condiciones normales, en presencia de
15 uM de citocromo cy con 100 uM de succinato.

Una vez puesto a punto la extraccidon y procesado de las muestras, se disefid un
protocolo para la medicién del consumo de oxigeno en cerebro en presencia de DHO, ya que en
la bibliografia no se encontré ninguno. Para ello se midié el consumo de oxigeno de
homogenado de cerebro de ratdén en ausencia y presencia de DHO (10 mM). Las muestras a las
que se les anadio el sustrato presentaban unos valores significativamente mas altos de consumo
de O, que las de los controles (Figura 3.14). Ademas, la administracién del inhibidor leflunomida
2 mM disminuyé el consumo de oxigeno, mostrando la relacidn de la enzima DHODH y la sintesis

de novo de nucledtidos de pirimidinas con el sistema OXPHOS.
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3.1.3.3. Histoquimica de DHODH

En lo referente a la actividad de la enzima DHODH, encontramos tan solo dos estudios
que se centran en ella. Ambos trabajan in vitro con homogenado de cerebro de rata. En el
primero se midid como el marcaje radiactivo pasaba desde el acido dihidrorotico hasta los
correspondientes nucleétidos de pirimidina [134], mientras que el segundo lo hizo mediante

espectrofotometria, midiendo la formacion de acido orético [137].

Ya que el estudio con homogenado de cerebro no fue efectivo en nuestro caso,
realizamos una histoquimica para comprobar asi que la DHODH estaba activa en cerebro. Debido
a que, para la histoquimica, el tejido debe estar congelado de forma adecuado, no contadbamos

con este tipo de preparacion en tejido humano y lo realizamos en ratén.

Tras comprobar mediante hematoxilina-eosina que el tejido cerebral, de una hembra
adulta, se encontraba en buen estado, se realizd la tincién. Con la histoquimica se observé cdmo,
al anadir el sustrato de la enzima, se revelaba un marcaje a lo largo de toda la seccidn. El marcaje
no fue homogéneo a lo largo de todo el tejido, viéndose zonas mas intensas que otras (Figura

3.15).
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Ademas, cuando se afiadié uno de los inhibidores especificos de la enzima, brequinar
(20 puM), no hubo marcaje. Confirmandose asi que la coloracién obtenida provenia

especificamente de la actividad de la DHODH (Figura 3.15).

Figura 3.15. Imagenes representativas de la histoquimica de DHODH en secciones cerebrales de ratdn. Secciones de
20 um. A: Control negativo 2x. B: Seccidn + DHO 2x. C: Seccién + DHO + brequinar 2x.

Por consiguiente, con estos resultados podriamos decir que la enzima DHODH esta
presente y activa en cerebro adulto.
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3.1.4. Localizacion

Los resultados anteriores nos confirman, por tanto, la presencia de la ruta de novo de
pirimidinas en cerebro adulto humano. Sin embargo, ninguno de ellos nos indica en que células

del cerebro se esta expresando la ruta.

Previos estudios muestran, mediante inmunofluorescencia, que CAD se localiza en los
astrocitos, pero éste estd realizado en cerebro de ratdn joven y segln avanza la edad de los
individuos, la sefial se va perdiendo [138]. Sin embargo, la inmunohistoquimica de DHODH en
cerebro de rata adulto reveld una localizacidon neuronal [120]. Tanto en regiones de hipocampo,
corteza frontal, estriado y substancia negra se puede observar como la tincidn se encuentra en
los cuerpos neuronales y estd ausente en astrocitos. Al centrarnos en humanos, la base de datos
The Human Protein Atlas, apunta la presencia, tanto de CAD como DHODH, en diferentes
regiones de cerebro. La expresion que se muestra en corteza cerebral, hipocampo y nucleo

caudado se centra tan solo en neuronas, y no es detectada en las células de la glia.

Para corroborar estos datos, se realizé la inmunohistoquimica de CAD en cerebro
humano adulto. Una vez confirmado que la técnica funcionaba en tejido parafinado (Figura

3.16), se repitié en diferentes regiones cerebrales de un individuo sano adulto (Figura 3.17).

Figura 3.16. Imagen representativa de la inmunohistoquimica de CAD en cerebro humano. A: Control negativo (20x).
B: Control positivo con el anticuerpo anti-CAD (20x).
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Figura 3.17. Imagenes representativas de la Inmunohistoquimica de CAD en diferentes regiones de cerebro humano
adulto. A: Corteza frontal (20x); B: Giro dentado (GD) (2x); C: Capa granular del GD (20x); D: Capa polimorfa del GD
(20x); E: Estriado (10x); F: Mesencéfalo (100x).

Cuando realizamos este mismo proceso para la proteina DHODH, se comprobé de nuevo
que la tincidn funcionaba correctamente en el tejido (Figura 3.18), y que esta se revelaba en las

mismas regiones de cerebro estudiadas para CAD (Figura 3.19).
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Figura 3.18. Imagen representativa de la inmunohistoquimica de DHODH en cerebro humano. A: Control negativo
(20x). B: Control positivo con el anticuerpo anti-DHODH (20x).

Al observar detenidamente las tinciones podemos decir que ambas enzimas dan un
marcaje positivo en todas las regiones estudiadas (giro dentado, estriado, protuberancia,
amigdala, cerebelo, corteza frontal y mesencéfalo). Este marcaje estd localizado en los cuerpos
neuronales, siendo mas intenso en regiones donde hay mayor densidad de neuronas, como ya
sefialaba Schaefer et al. 2010 anteriormente, y menos intenso en las regiones de sustancia
blanca con baja proporcién de neuronas. Ademas, las imagenes sugieren que no hay tincién en
las células de la glia. Se aprecia como los nucleos de los astrocitos tienen a su alrededor el

citoplasma no tefido.

Dentro de las neuronas, el marcaje de CAD y DHODH, se encuentra tanto en el cuerpo
de la neurona, pericarion, como a lo largo de sus dendritas. La tincion se localiza por todo el
citoplasma, aunque en alguna regién del cerebro tiende a polarizarse en areas de las que parte

una de sus dendritas principales.

Si se comparan ambas inmunohistoquimicas se observa que siguen el mismo patrén de
marcaje. Esto podria deberse a que, para una mayor eficacia de la ruta, las enzimas tienden a
situarse muy proximas en el interior celular. Mediante microscopia electrénica (inmuno-oro) se
ha visto como, tanto CAD como UMPS, estan agrupadas alrededor de las mitocondrias en
espermatozoides de mamiferos [139]. En el citosol, CAD y UMPS, se localizan alrededor de la
mitocondria, ademas CAD esta asociada al citoesqueleto, al cual estan ancladas las mitocondrias
[60]. Esta localizacion espacial permite una captura de dihidroorotato mas eficiente por parte
de la DHODH, previniendo el acimulo de carbamoil aspartato en la célula. Acimulo producido
ya que, en condiciones fisioldgicas, es la sintesis de carbamoil aspartato a partir de DHO la que

estd favorecida [60].

50



Figura 3.19. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica de DHODH de diferentes regiones de cerebro
humano adulto. A: Corteza frontal (20x); B: Giro dentado (GD) (2x); C: Capa granular del GD (20x); D: Capa polimorfa
del GD (20x); E: Estriado (10x); F: Mesencéfalo (100x).

Recopilando todos los datos, podriamos decir que la enzima DHODH esta presente y
activa en cerebro humano adulto, y que ademds estd actividad estd localizada en células

neuronales.
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3.2. Alteraciones en la sintesis de nucledtidos de pirimidina en

pacientes con la enfermedad de Alzheimer

3.2.1. Variables preclinicas

Para el estudio de los niveles de expresion de los mRNA de los genes relacionados con
la sintesis y recuperacion de los nucledtidos de pirimidina, se estudiaron diferentes regiones

cerebrales de pacientes con diferentes grados de Alzheimer.

Se trabajo con mas de 100 muestras pertenecientes a pacientes clasificados dentro de
uno de los 6 grados de AD segun Braak & Braak y un grupo de individuos control. Las regiones
cerebrales fueron el giro dentado (GD) y la region CA1 (CA1) del hipocampo, la corteza entorrinal
(CE) y el locus ceruleo (LC). De estas muestras se conocia, ademas de los datos histopatoldgicos
gue permiten catalogarlos dentro de un grado de AD, los datos clinicos, su edad, sexo y tiempo

post-mortem (PM).

Al analizar mas detenidamente las muestras, se estudié como estas se distribuian dentro
de cada regidény cada grado de la enfermedad. Dentro de cada grado, habia individuos de ambos
sexos distribuidos de forma uniforme. Y en ninguna de las regiones predominaba

significativamente uno de los sexos (Figura 3.20).

CAl CE
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hombres hombres
= Control = ADI/Il = ADIII/IV = AD V/VI = Control = ADI/Il = ADIII/IV = AD VI
GD LC
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= Control =ADI/Il = ADII/IV = AD VNI = Control = ADI/Il = AD III/IV

Figura 3.20 Representacion mediante diagrama de sectores de la proporcién de mujeres y hombres en las diferentes
regiones en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1: region CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC:
locus ceruleo. Grados de AD: AD I/Il: grado | y Il; AD llI/IV: grado Il y IV; AD V/VI: grado V y VI.
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Para descartar que los resultados obtenidos provinieran de modificaciones sufridas
posteriormente por las muestras, y no de su propia condicién, se analizo si el tiempo post-
mortem transcurrido entre que el individuo fallece y se recogen las muestras, poseia una
relacidn significativa con el grado de enfermedad. No hubo asociacién significativa entre el
retardo post-morten y el grado de AD, a excepcion del grado AD IlI/IV de la regiéon CAl que

muestra un retardo post-morten menor que los demas grados (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Representacion mediante diagrama de cajas del tiempo de retardo post-mortem (RPM) en las diferentes
regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1: regiéon CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro
dentado; LC: locus ceruleo. Grados de AD: AD I/1I: grado | y II; AD llI/IV: grado lll y IV; AD V/VI: grado Vy VI. El diagrama
muestra los valores minimo y maximo, los cuartiles Q1 (25%), Q2 o mediana y Q3 (75%). Las rayas negras indican p <
0,05 y las rojas representan un p-valor marcado por las pruebas post hoc para cada caso. Regién CAl: Test Kruskal-

Wallis: p < 0,0032; prueba post hoc Dunn: p < 0,0082.
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Por ultimo, se analizd si existia alguna asociacion entre las edades de los individuos y el
grado de AD. Como es esperable, el grado de enfermedad esta asociado con la edad de los
individuos. La edad es uno de los factores de riesgo mas importante para el AD. A medida que
se envejece también aumentan las posibilidades de padecer la enfermedad. Ademas, en los
individuos mas mayores, el recorrido de la enfermedad suele ser mayor, de ahi que muestren
las caracteristicas histopatoldgicas que los encuadran en grados mas altos. En nuestro estudio,
los controles sanos son individuos adultos mas jévenes que los enfermos, esto se debe a que
resulta bastante dificil encontrar una persona con la misma edad que los enfermos que no
muestre ninguna de las caracteristicas histopatoldgicas propias de la enfermedad. Por lo que

para poder comparar con controles completamente sanos se escogen individuos algo mas
jovenes.

Los pacientes con AD son significativamente mayores que los controles en todas las
regiones. Y los pacientes con los grados mas avanzados (AD V/VI) son significativamente mas

mayores que los primeros grados (AD I/Il) en algunas regiones (CA1, GD y LC). (Figura 3.22).
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Figura 3.22. Representacion mediante diagrama de cajas de la edad en las diferentes regiones cerebrales en cada uno
de los grados de la enfermedad. CA1: regidon CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus ceruleo. Grados
de AD: AD I/1I: grado | y Il; AD llI/IV: grado lll y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama muestra los valores minimo y
maximo, los cuartiles Q1 (25%), Q2 o mediana y Q3 (75%). Las rayas rojas indican una significancia de acuerdo con el

p-valor marcado por las pruebas post hoc para cada caso.
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3.2.2. Niveles de mRNA de DHODH

Cuando nos centramos en los niveles de mRNA de DHODH, normalizados por los niveles
de mRNA de GAPDH, se observa que no hay variaciones entre grados de AD en ninguna de las
regiones (Figura 3.23). Ya que los grados de AD tienen una relacién significativa con las edades
de los individuos, se estudio si habia también una correlacion entre las edades de los individuos
y sus niveles de mRNA para DHODH en las diferentes regiones cerebrales, pero no existe.
También se descartd una asociacidn entre estos valores de mRNA y el sexo de los individuos o

el tiempo post-mortem de las muestras, ya que la relacidon no es significativa en las cuatro

regiones.
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Figura 3.23. Representacion mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA de DHODH, normalizado para los
niveles de mRNA de GAPDH, en las diferentes regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1:
regién CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus ceruleo. Grados de AD: AD I/II: grado | y II; AD llI/IV:
grado Il y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la
desviacién estandar.
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3.2.3. Niveles de mRNA de UCK2

Por otro lado, los niveles de mRNA de UCK2 si que muestran una asociacién con el
grado de la enfermedad (Figura 3.24). El patrén de evolucion sefiala que los niveles de mRNA de
UCK2 disminuyen segln progresa la enfermedad, a excepcion de la regiéon CA1 en la que los

niveles aumentan con el grado de AD.
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Figura 3.24. Representacion mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA de UCK2, normalizado para los
niveles de mRNA de GAPDH, en las diferentes regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1:
regién CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus ceruleo. Grados de AD: AD I/11: grado | y II; AD lII/IV:
grado Il y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la
desviacidn estandar. Las rayas negras indican p < 0,05y las rojas representan un p-valor marcado por las pruebas post
hoc para cada caso.

Dada la asociacidn de la edad de los individuos con el grado de AD se compararon los
niveles de mRNA de UCK2 con las edades, encontrando una correlacién significativa entre ambos
factores (Figura 3.25). La correlacion, al igual que ocurre con los grados de AD, fue negativa. Un
aumento de la edad supone una disminucion de los valores de mRNA de UCK2, a excepcidn, de

nuevo, de CA1 donde los valores aumentan con la edad.
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Figura 3.25. Representacion de la correlacion entre la edad en las diferentes regiones cerebrales y los niveles de
mMRNA de UCK2 normalizado para GAPDH. CA1: regidén CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus ceruleo.

La asociacion de los niveles de mRNA de UCK2 y el grado de enfermedad de los

individuos, o su correlacién con la edad, podria deberse a una variacidn en los niveles de mRNA

del gen con el que se normaliza, GAPDH. Sin embargo, este aumento también estaria afectando

a los niveles de mMRNA de DHODH, y no es asi. Ademas, la bibliografia sefiala que en cerebros de

rata no se observa una alteracion relacionada con la edad en los niveles de mensajero de GAPDH

[140]. Asimismo, GAPDH se expresa de forma similar en muestras de cerebro de pacientes con

AD e individuos sanos y no varia segun la edad a la que mueren los individuos [141]. Estas

observaciones sugieren que el gen GAPDH se puede usar como referencia enddgena en el

estudio de cerebros con AD y no es el responsable de las variaciones observadas en los niveles

de mRNA de UCK2.
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Una regulacién de la transcripcion de UCK2 por sus productos UMP o CMP, u otros
nucledtidos de pirimidina, podria explicar los resultados. Y aunque no se ha encontrado ningln
estudio sobre los niveles de nucledtidos de pirimidina en pacientes con AD, o en cerebros sanos,
o de cédmo estos varian con la edad, se esperaria que un exceso de nucledtidos de pirimidina

afectara a ambas vias, por lo que la expresion de DHODH también deberia verse afectada.

La enzima UCK2 requiere ATP para poder fosforilar uridina y citidina. Por lo que una
disminucién en la produccidn de energia podria acabar afectando a la transcripcién de UCK2.
Como el principal proveedor de energia para la actividad neuronal es el sistema OXPHOS [142],
una posible explicacién seria que la disfuncidn en el sistema OXPHOS, observada en los pacientes

con AD, fuera lo que provocara la disminucién de los niveles de mRNA de UCK2 en cerebro.

La sustitucion de neuronas por astrocitos, astrogliosis, podria ser otra explicacion para
las variaciones en los niveles de mRNA de UCK2. Sin embargo, en pacientes con AD no existe una
correlacién significativa entre la edad de muerte y los niveles de astrogliosis en la corteza
entorrinal o la regidn CA1 del hipocampo [143]. Ademas, en modelos de ratén con AD, la
astrogliosis reactiva se desarrolla solo en algunas regiones del cerebro, pero no en todo él. La
proteina acida fibrilar glial (GFAP), proteina que forma los filamentos intermedios del
citoesqueleto intracelular de las células de la glia, es la proteina distintiva en astrocitos. Se ha
demostrado que los perfiles GFAP-positivos son sustancialmente mayores en CAl y GD. En
pacientes con AD se observaron valores de astrogliosis similares en CA1, GD y EC [143]. Sin
embargo, nuestros resultados sobre los niveles de mRNA de UCK2 muestran un patrdn similar

en GD y EC, pero diferente al de CA1.

Si esta disminucidon de los niveles de mRNA de UCK2 se corresponde con una
disminucién en la actividad de la ruta de salvamento de pirimidinas, la via de biosintesis de novo
no estaria compensando esta disminucién, y los sujetos con AD mostrarian menores
concentraciones de uridina en plasma y fluido cerebro espinal, como sefialan algunos estudios
[144]-[147]. Esto sugeriria que los pacientes con AD presentan también una deficiencia en
numerosas funciones celulares en las que el metabolismo de la uridina estd implicado y que su
administracién terapéutica mejoraria las vias bioquimicas relacionadas con ella. Se ha
demostrado que el tratamiento con uridina atenua los dafios en el aprendizaje y en la memoria

observados en ratas estresadas y en modelos de ratones con AD [59], [148]—[153].
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3.2.4. Relacioén entre los niveles de mRNA de DHODH y UCK2

Se realiza el cociente entre los niveles de MRNA de DHODH y UCK2 para ver si este varia
con el grado de enfermedad (Figura 3.26). En la corteza entorrinal la asociacidn entre el cociente
DHODH/UCK2 vy el grado de AD fue significativa (Test Kruskal-Wallis p = 0,0085). En esta, los

grados V y VI presentaron valores significativamente mas elevados que los grados mas bajos.
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Figura 3.26. Representacion mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA del cociente de DHODH/UCK2 en
las diferentes regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CAl: regién CA1l; CE: corteza
entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus cerdleo. Grados de AD: AD I/1I: grado | y II; AD IlI/1V: grado Ill y IV; AD V/VI:
grado V y VI. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviacidn estandar. Las
rayas negras indican p < 0,05 y las rojas representan un p-valor marcado por las pruebas post hoc para cada caso
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Al analizar la correlacidn de los niveles de mRNA de DHODH vy los de UCK2 de los

individuos, se observa que si que hay una asociacién significativa en tres de las cuatro regiones

(CA1, GD y CE) (Figura 3.27). En los tres casos se trata de una correlacion positiva, en la que los

individuos con mayor porcentaje de expresién de mRNA de DHODH también poseen niveles mas

elevados de mRNA de UCK2. Esto podria estar indicando que no existe una compensacion entre

rutas, una alta obtencién de nucledtidos de pirimidina por parte de la ruta de sintesis de novo

no estaria provocando una inhibicién de la ruta de salvamento de nucledtidos de pirimidina, y

viceversa.
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Figura 3.27. Representacion de la correlacion en las diferentes regiones cerebrales de los niveles de mRNA de DHODH
y UCK2 normalizados para los niveles de mRNA de GAPDH. CA1: regidon CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado;
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3.2.5. Relacidn con el sistema OXPHOS

Si la hipétesis de la caida de los niveles de mRNA de la enzima UCK2 debido a bajos
niveles de ATP por parte del sistema OXPHOS fuera cierta, quizas alguna variable relacionada
con el sistema OXPHOS deberia presentar alguna asociacién con los grados de AD. Por ello, se
estudid los niveles de mRNA de la subunidad 1 de la citocromo c oxidasa (MT-CO1), el CIV del

sistema OXPHOS.

Aunque la asociacidn entre niveles de mMRNA de MT-CO1 con los grados de AD no fue
significativa en tres de las regiones, si que existe una asociacion significativa de los niveles de
MRNA de MT-CO1 con el grado de AD en CE (Test Kruskal-Wallis p = 0,0287). En este caso, los
pacientes con grado V y VI presentan unos valores significativamente menores que los

individuos sanos (Figura 3.28).
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Figura 3.28. Representacion mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA de MT-CO1 en las diferentes
regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CAl: regiéon CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro
dentado; LC: locus certleo. Grados de AD: AD I/Il: grado | y II; AD lIl/1V: grado Il y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama
muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviacidon estandar. Las rayas rojas indican una
significancia de acuerdo con el p-valor marcado para cada caso por las pruebas post hoc.
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Se estudid la correlacion de los niveles de mRNA de MT-CO1 con la edad de los

individuos y se observd que existe una correlacidn significativa entre la edad y los niveles de

MRNA de MT-CO1 en la corteza entorrinal, donde los niveles bajan segin avanza la edad de los

pacientes (Figura 3.29). Estos resultados concordarian con los obtenidos al estudiar los niveles

de mRNA para MT-CO1 en ratas y ratones, donde se muestra que los valores de mRNA son mas

bajos en ratas de 28 meses que en las de 9 [154] y que los niveles de mRNA para las tres

subunidades del CIV codificadas por el mtDNA son menores en la corteza cerebral de ratones de

24 que en los de 18 meses [155].
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Figura 3.29. Representacién de la correlacion entre la edad y los niveles de mRNA de MT-CO1, normalizados para los
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Esta disminucion en los niveles de mRNA de MT-CO1 asociada a la edad o al grado de
AD podria deberse a un aumento en la expresion del gen que normaliza, el 18S rRNA. Se ha
demostrado que la normalizacién de los niveles de expresion génica usando 18S rRNA o GAPDH
produce resultados similares [156]. Ademas, en cerebros con AD y sanos, la expresion del 18S
rRNA no se ve gravemente afectada por la edad de la muerte [141]. Mas aln, existe un estudio
en el que no se ven diferencias en los niveles de 18s rRNA en corteza entorrinal entre los

pacientes con AD y los individuos sanos [157].

Curiosamente, los niveles de mRNA de MT-CO1 no se correlacionan con los niveles de
MRNA de DHODH o UCK2, pero si se correlacionan negativamente con el cociente DHODH/UCK2
en la CE (Figura 3.30). Esta relacién DHODH/UCK2 eliminaria un posible efecto del gen GAPDH
gue se usé para normalizar. En la CE, como ya se ha mostrado, este cociente se asocia con los

grados de AD, siendo significativamente mayor en los grados AD V/VI.
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Figura 3.30. Representacién de la correlacion entre los niveles de mRNA de MT-CO1, normalizados para los niveles
de rRNA de 18S, y el cociente de DHODH/UCK?2 en las diferentes regiones cerebrales. CA1: regién CA1; CE: corteza
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Como ya se sefiald al tratar la hipétesis de las cascada mitocondrial, pacientes con AD
presentan un déficit de CIV cerebral [159]-[181]. También se observan niveles bajos de mRNA
de los genes del CIV codificados por el nDNA en pacientes con AD [181], [182]. Ademas, se ha
descrito una disminucién en los niveles de mRNA para las subunidades del CIV codificadas por
el mtDNA en algunas regiones cerebrales de pacientes con AD [179], [183]-[190]. Esto
concordaria con nuestros resultados, que muestran que en la corteza entorrinal los individuos
con mayor grado de enfermedad tienen unos niveles de mRNA de MT-CO1 significativamente

mas bajos.

La deficiencia del CIV cerebral es causada por altos niveles de mutaciones del mtDNA,
qgue se acumulan con la edad, en pacientes con AD [191]-[193]. Se ha demostrado que las
deleciones del mtDNA, que generalmente incluyen genes del CIV codificados por el mtDNA,
reduce la expresion de los genes delecionados [194]. Este hecho podria explicar los niveles mas
bajos de mRNA para los genes del CIV codificados por mtDNA y la actividad de CIV en cerebros
con AD. Al tratar de eludir este bloqueo metabdlico, podrian verse aumentadas otras vias que
llevan los electrones a la cadena respiratoria, como ocurre con la actividad de la succinato
deshidrogenasa, que se ve aumentada en cerebros con AD [195]. La proporcidon mas alta del
cociente de los niveles de mRNA de DHODH/UCK2 en la CE en los grados AD V/VI es, quizas, otro

intento de compensar el defecto del CIV.
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3.3. Funcion OXPHOS, biosintesis de nucledtidos de pirimidina y

diferenciacion neuronal

3.3.1. Presentacion del modelo celular

Para verificar el efecto de una disfuncidn del sistema OXPHOS sobre la sintesis de
nucledtidos de pirimidina en las neuronas, se utilizo la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y
como modelo. Esta linea celular se ha utilizado con frecuencia para estudios de AD. De hecho,
considerando los términos "SH-SY5Y" y "Alzheimer’s", aparecen mds de 1.300 publicaciones en

el buscador PubMed.

Estas células se pueden diferenciar a neuronas dopaminérgicas [42]. El protocolo
consiste en tratar las células con acido retinoico (RA) y 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato
(TPA) [196]. El tratamiento con 10 uM de RA durante 7 dias y 180 nM de TPA durante 3 dias
induce la diferenciacién morfolédgica hacia un fenotipo neuronal con la extensidon de neuritas y

la atenuacién del crecimiento (Figura 3.31y 3.32).

Figura 3.31. Imagenes representativas de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. A: Células sin diferenciar. B:
células diferenciadas a neurona. Se sefiala con flecha rojas las neuritas.
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Figura 3.32. Grafica representativa de la curva de crecimiento de la linea de neuroblastoma SH-SY5Y. SD: células sin
diferenciar, y=1842990.01492x R2=0, 9483, D1=46,4 h; D: células con el tratamiento de diferenciacidn, y=1755430,001014x,
R2=0,9086, D1=58,9 h.

Estos cambios morfoldgicos fueron acompanados de cambios en el fenotipo celular que
se analizaron por citometria de flujo e inmunocitoquimica (figura 3.33 y 3.34). Para ello se
analizo el marcador neuronal BllI-tubulina (TUBB3), constituyente principal de los microtibulos
gue permite la adecuada orientacién y mantenimiento del axdn. También se estudidé un
marcador de neurona dopaminérgico, la tirosina hidroxilasa (TH), una enzima critica para la
sintesis de dopamina. En ambos casos se produjo un aumento significativo en las células

diferenciadas con respecto a las sin diferenciar.
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Figura 3.33. Niveles de marcadores neuronales en la linea celular SH-SY5Y determinados mediante citometria de flujo.
Se muestran imagenes representativas de los histogramas (A1 y A2) y una grafica de la media de la intensidad de
flurorescencia (IF) de cada marcador (B). TUBB3: B-lll-Tubulina, D: 192,1 + 76,8 (11); TH: tirosina hidroxilasa, D-C:
256,3 £ 168,6 (11). D: células diferenciadas. Los valores de las medias de las células sin diferenciar (SD) se consideran
el 100 %, representado por la linea de puntos. Test Mann Whitney: *p < 0,006 (D vs. SD).
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Figura 3.34. Imagenes representativas de la inmunocitoquimica en células SH-SY5Y. Células sin diferenciar (A1) y
diferenciadas (A2) marcadas con anti-TUBB3. Células sin diferenciar (B1) y diferenciadas (B2) marcadas con anti-TH.

3.3.2. Enzimas de la sintesis de pirimidinas en las células SH-SY5Y

En primer lugar, se estudié si las células de la linea de neuroblastoma SH-SY5Y

expresaban mRNA para DHODH y UCK2. Mediante gqPCR se obtuvieron unos niveles que, al

normalizarlos con GAPDH, resultan ser similares a los mostrados en la base de datos The Human

Protein Atlas para la linea SH-SY5Y (Tabla 3.5). Ademas, el resultado obtenido en la linea celular

SH-SY5Y es comparable con el obtenido en el cerebro humano adulto (entre 5-12 para

DHODH/GAPDH, 28-71 para UCK2/GAPDH y 0,10-0,23 para el cociente DHODH/UCK2).

Tabla 3.5. Niveles de mRNA para DHODH y UCK2 en la linea celular SH-SY5Y. Los nimeros indican los transcritos del

gen particular por mil transcritos del gen normalizador, GAPDH.

DHODH/GAPDH UCK2/GAPDH DHODH/UCK2
The Human Protein Atlas
3,0 21,1 0,14
(SH-SY5Y SD) ! ! !
SH-SY5Y sin diferenciar 8,3+1,6 48,3+ 9,1 0,17
SH-SY5Y diferenciada 74+15 40,3 + 3,9 0,18
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Se confirmo, de este modo, que las células proliferativas expresan mRNA de DHODH y
UCK2. Ademas, se observé que la diferenciacién neuronal no afectaba a los niveles de mRNA
para estas proteinas, DHODH y UCK2. Los niveles de mRNA de DHODH son 5,8 y 5,4 veces mas
bajos en las células proliferantes y diferenciadas, respectivamente, que los del mRNA de UCK2.
Estos valores son, una vez mas, similares a los del cerebro humano (entre 4,3y 9,7, dependiendo

de la region).

Igualmente, el Western blot para la proteina DHODH confirma su expresidn tanto en las
células sin diferenciar como en las diferenciadas a neurona (Figura 3.35). La Unica banda que se
observé se corresponde con el tamano esperado para la enzima (43 kDa) y coincide con la de la
enzima recombinante comercial. Adema3s, anteriormente, mediante el andlisis de protedmica
dirigida, se confirmd que la banda observada en el Western blot pertenecia a la proteina de

interés (Anexo Il).
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EC SD D
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SDHA
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DHODH
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Figura 3.35. Imagen representativa del Western blot de DHODH en células SH-SY5Y sin diferenciar (SD) y diferenciadas
(D), y enzima DHODH comercial (EC). SDHA: subunidad A de la succinato deshidrogenasa (70 kDa).

De esta manera, se puede seialar que la expresion de mRNA para las enzimas de las dos
rutas de obtenciéon de nucledtidos de pirimidina en la linea celular SH-SY5Y es similar a la
observada en el cerebro. Ademas, no se aprecian diferencias en los niveles de proteina DHODH
entre las células sin diferenciar y diferenciadas, sugiriendo que la ruta de sintesis de novo de

pirimidina sigue estando presente una vez que las células se diferencian.
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3.3.3. Efecto de la inhibicion directa de la enzima DHODH sobre la

diferenciacion neuronal

La via de sintesis de novo de pirimidinas es importante para las células en proliferacion.
La leflunomida, administrada por via oral, se convierte casi por completo en su metabolito
activo, teriflunomida, que inhibe la enzima DHODH. Al inhibirse la actividad de la enzima
disminuye la disponibilidad de nucleétidos de pirimidina y con ello la proliferacién celular. Por
ello, este inhibidor, se utiliza para el tratamiento de la artritis reumatoide y como potente
medicamento contra el cdncer [197]. Se ha visto que, durante el tratamiento, los pacientes
pueden alcanzar concentraciones plasmdticas en estado de equilibrio de 200 uM de

teriflunomida [198].

Las pruebas que conectan esta enzima con la funcionalidad mitocondrial son numerosas.
En células de ratdn y humanas, la disminucién de los niveles de DHODH disminuye la produccion
de ATP mitocondrial y el potencial de membrana interna [66], [199]. La concentracidon de ATP
mitocondrial depende del potencial de membrana interna mitocondrial. Potencial de membrana
gue se ve reducido por la leflunomida en células humanas [200]. Adema3s, este potencial de
membrana interna mitocondrial es generado por el flujo de electrones a través de la cadena
respiratoria que, a su vez, esta asociado al consumo de oxigeno, y la leflunomida, o su metabolito
teriflunomida, disminuyen el consumo de oxigeno en células de ratén y humanas [57], [198],

[201], [202].

En nuestro caso, se observd que en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
una concentracién de leflunomida de 100 uM redujo en gran medida la proliferacién celular
(Figura 3.36). También se redujo el consumo de oxigeno hasta un 33,5% residual (Figura 3.37).
Estos resultados sugieren que una parte importante del consumo de oxigeno y la produccion de
energia en las células en proliferacion se debe a la biosintesis de pirimidinas. En las células
humanas, la leflunomida causa proliferacién mitocondrial [200], lo que sugiere una respuesta

compensatoria.
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Figura 3.36. Efecto de la leflunomida (LEF) en la viabilidad celular en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y. Control:
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Figura 3.37. Grafica representativa del consumo de oxigeno de la linea SH-SY5Y en presencia de leflunomida (LEF).
Los valores obtenidos al considerar la respiracion enddgena de la linea SH-SY5Y cultivada en medio control se
consideran el 100 %. Test Mann Whitney: *p < 0,0209 (consumo de O, en presencia de LEF vs en ausencia). Existe una
correlacion significativa entre el consumo de O,y las concentraciones de leflunomida, r = -0,959, p < 0,0001; y = -
0,5237x + 89,956, R2=0,9204.

El efecto de la leflunomida sobre la funcion OXPHQS, la relevancia de esta funcion en la
diferenciacidn neuronal [203], la presencia de la via de sintesis de novo de pirimidinas en
neuronas y su alteracion en pacientes grado V/VI de AD en la corteza entorrinal, sugieren que
esta via también es importante en las células no proliferativas. Por ello, para estudiar el papel

de esta via en las neuronas, se analizd el efecto de la leflunomida sobre la diferenciacion

neuronal.

La presencia de 100 uM de leflunomida durante el proceso de diferenciacién neuronal
evitd que ésta se produjera, acorde con los valores de TUBB3 y TH, respectivamente (Figura
3.38). Cuando se afiadio uridina 200 uM, esta fue capaz de aumentar ligeramente los niveles de

TUBB3, pero no de TH, en las células tratadas con leflunomida.
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Figura 3.38. Niveles de marcadores neuronales en la linea celular SH-SY5Y en presencia de leflunomida determinados
mediante citometria de flujo. D-C: células diferenciadas; D-LEF: células diferenciadas con leflunomida 100 uM; D-
LEF+U: células diferenciadas con leflunomida 100 uM y uridina 200 uM. Grafica representativa de la media de la
intensidad de flurorescencia (IF) de cada marcador. TUBB3: Blll-Tubulina, D-C: 235,1 + 88,2 (6); D-LEF: 100,7 + 17,6
(6); D-LEF+U: 121,4 + 12,6 (6). TH: tirosina hidroxilasa, D-C: 336,7 + 217,5 (6); D-LEF: 91,6 + 24,9 (6); D-LEF+U: 83,6 +
19,7 (6). Los valores de las medias de las células sin diferenciar se consideran el 100 %, representado por la linea de
puntos. Test Mann Whitney: *p < 0,05 (D vs. SD).

Ademas del efecto de la leflunomida en la via de biosintesis de novo de pirimidinas, la
inhibicidn de otras funciones celulares, como el consumo de oxigeno y la produccion de energia,
podria ser la razén por la que la uridina no consiguiera recuperar la diferenciacion. Apoyando
este resultado, se ha observado que la uridina afiadida externamente al medio de cultivo no
mejora el potencial de membrana interna mitocondrial ni la proliferacién mitocondrial en una
linea celular humana tratada con leflunomida, a pesar de que la uridina es capaz de normalizar

la progresion del ciclo celular [200].
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3.3.4. Efecto de la inhibicion indirecta de la enzima DHODH sobre la

diferenciacion neuronal

El cianuro de potasio (KCN) es un inhibidor del CIV. Este compuesto se ha visto que

suprime el consumo de oxigeno inducido por DHO en las mitocondrias de diferentes tejidos de

rata y células de ratén [57], [63]. En la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, KCN 10

y 25 uM no afectan la proliferacion celular (Figura 3.39). Sin embargo, estas concentraciones de

KCN disminuyen el consumo de oxigeno a un 78 y 62 % residual, respectivamente (Figura 3.40).
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Figura 3.39. Efecto del cianuro (KCN) en la viabilidad celular en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y. Control:
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Figura 3.40. Grafica representativa del consumo de oxigeno de la linea SH-SY5Y en presencia de cianuro (KCN). Los
valores obtenidos al considerar la respiracién endégena de la linea SH-SY5Y cultivada en medio control se consideran
el 100 %. Test Mann Whitney: *p < 0,05 (consumo de O en presencia de KCN vs en ausencia). Existe una correlacion
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0,9142.
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Destacando la importancia de la funcion OXPHOS para la diferenciacidon neuronal, se
ha observado que el KCN es capaz de inhibir significativamente la diferenciacién de las células
progenitoras neurales, derivadas de células madre pluripotentes inducidas humanas, en
neuronas dopaminérgicas [199]. Similares resultados se obtuvieron en las células de
neuroblastoma SH-SY5Y, donde las células diferenciadas en presencia de KCN 10 uM no
mostraron niveles incrementados de TUBB3 y TH (Figura 3.41). Por lo tanto, este compuesto,
gue reduce la actividad de la cadena respiratoria, evita la diferenciacion de las neuronas

dopaminérgicas.
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Figura 3.41. Niveles de marcadores neuronales en la linea celular SH-SY5Y en presencia de cianuro determinados
mediante citometria de flujo. D-C: células diferenciadas; D-KCN: células diferenciadas con cianuro 10 uM; D-KCN+U:
células diferenciadas con cianuro 10 uM y uridina 200 uM. Gréfica representativa de la media de la intensidad de
flurorescencia (IF) de cada marcador. TUBB3: Blll-Tubulina, D-C: 132,4 £ 9,3 (3); D-KCN: 91,4 + 21,4 (3); D-KCN+U:
134,8 + 21,1 (3). TH: tirosina hidroxilasa, D-C: 125,6 + 13,4 (3); D-KCN: 93,4 + 7,2 (3); D-KCN+U: 134,8 + 14,7 (3). Los
valores de las medias de las células sin diferenciar se consideran el 100 %, representado por la linea de puntos. Test
Mann Whitney: *p < 0,05.

Curiosamente, KCN 10 uM no provoca una variacién en los niveles de expresion de
mMRNA de DHODH en células diferenciadas, pero si en los niveles de UCK2 (Figura 3.42). Este
resultado apoya la idea, previamente comentada, acerca de una potencial regulacidon negativa

de la expresion de UCK2 por bajos niveles de ATP.
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Figura 3.42. Gréfica representativa de los niveles de mRNA de DHODH y UCK2 corregidos para los niveles de mRNA
de GAPDH en células SH-SY5Y. D-C: células diferenciadas; D-KCN: células diferenciadas en presencia de cianuro 10
UM; D-KCN+U: células diferenciadas en presencia de cianuro 10 uM y uridina 200 uM. DHODH: D-C: 82,6 + 9,3 (3); D-
KCN: 78,2 + 2,6 (3); D-KCN+U: 85,2 + 5,6 (3). UCK2: D-C: 91,9 + 9,3 (3); D-KCN: 77,0 + 3,1 (3); D-KCN+U: 89,9 + 4,5 (3).
Los valores de las medias de las células sin diferenciar se consideran el 100 %. Test Mann Whitney: *p < 0,05 (frente
a D-C); #p-valor < 0,05 (frente a D-KCN+U).

La uridina es capaz de proteger fibroblastos de pacientes con AD y células
progenitoras neuronales humanas normales (NHNP) contra la toxicidad de azida, otro inhibidor
de CIV [58], [59]. La administracidon de uridina a ratas envejecidas aumenta los niveles de
neurofilamentos cerebrales [114]. Por otro lado, ya se conocia uno de los efectos de la uridina
sobre la diferenciacidn neuronal. Asi, en células de feocromocitoma PC12 de rata y células de
neuroblastoma LAN-5 y SH-SY5Y humanas y N2a de ratdn, la uridina exdgena potencia la
diferenciacién celular evidenciada por un mayor numero de células con neuritas, de neuritas por
célula, ramificacion de neuritas, longitud de neurita y niveles de neurofilamentos neuriticos [59],

[103], [105], [204].

Cuando las células de neuroblastoma SH-SY5Y fueron tratadas con KCN, se observé
que la uridina 200 uM puede restaurar los niveles de TUBB3 y TH (Figura 3.40). La uridina
también recupera los niveles de mRNA de UCK2 en las células tratadas con KCN (Figura 3.41).

Quizas, un exceso de sustrato esté estimulando la transcripcion de UCK2.

Aungue no existe ningln estudio de cémo se afectan los niveles de AB con KCN en
cultivos celulares, si que se ha estudiado la inhibicién del CIV con azida sddica. En neuronas de
pollo, retina de rata, lineas celulares de rata, mono y humano, plaquetas humanasy fibroblastos
de pacientes con AD, la inhibicién por azida sddica desplaza el metabolismo de ABPP desde la

ruta no amiloidogénica a la amiloidogénica [25], [26], [32], [34], [59], [205]-[208].

74



En la linea celular empleada, SH-SY5Y, se ha visto que los niveles de mensajeros de la
familia de proteinas APP estan aumentados en células SH-SY5Y diferenciadas [209]. Cuando, en
el laboratorio, se analizaron los niveles de AP secretados en presencia de cianuro y con cianuro
y uridina en células diferenciadas se vio que tanto los valores de AB1-40 como AB1-42 son mucho
mas elevados que sus correspondientes niveles en células sin diferenciar (Figura 3.43). Resultado
esperado, ya que la proteina APP tiene un papel en el crecimiento neuronal [210], [211] y
ademas esta sujeta a una regulacién por parte del acido retinoico empleado para diferenciar las

células a neuronas [209].
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Figura 3.43. Grafica representativa de los niveles de AB1-40 y AB1-42 en células SH-SY5Y. D-C: células; D-KCN: células
diferenciadas en presencia de cianuro 10 uM; D-KCN+U: células diferenciadas en presencia de cianuro 10 uM vy uridina
200 uM. AB1-40: D-C: 165,6 + 27,3 (3); D-KCN: 371,5 + 53,2 (3); D-KCN+U: 360,3 + 126,7 (3). AB1-42: D-C: 227,9
86,7 (3); D-KCN: 309,3 + 89,8 (3); D-KCN+U: 449,3 £ 167,9 (3). Los valores de las medias de sin diferenciar se consideran
el 100 %, representado por la linea de puntos. Test Mann Whitney: *p < 0,05 (D vs SD), #p < 0,05 (frente a D-C).

La administracién de uridina aumenta los niveles de los compuestos derivados de
esta, como la CDP-colina, UDP-GIcNAc o fosfolipidos [115], [212], [213]. Este aumento de CDP-
colina y fosfolipidos aumenta la sintesis de membrana plasmatica y mejora la funcién neuronal
[212]. Aunque la uridina no recupera los valores de AP, si que es capaz de recuperar el dafio
provocado por el KCN en la diferenciacidn y en la expresion de mRNA de las enzimas implicadas

en la sintesis de pirimidinas (Figura 3.43).

Un aumento en la O-GIcNAc cerebral también protege frente al dafio de tau y AB
[214]. Actualmente, la uridina es uno de los compuestos que se incluyen en los complejos multi-
nutrientes, como el Souvenaid, recetados a enfermos de Alzheimer para mejorar la memoria
[215]. Se ha visto que estos compuestos son capaces de mejorar la reparacidn y mantenimiento
neuronal en ratones transgénicos que sobreexpresan AB, mejorando el comportamiento motor,

el aprendizaje espacial y reduciendo la ansiedad [59], [216]-[218].
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4. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas de la realizacidn de la presente tesis son las siguientes:

1. La ruta de sintesis de novo de pirimidinas esta activa en cerebro de humano adulto y se

localiza en las neuronas.

2. Los pacientes con AD, en los estadios mas avanzados de la enfermedad, muestran una

alteracion de las rutas de sintesis de nucledétidos de pirimidina.

3. La inhibicidon de la ruta de sintesis de novo de pirimidinas, ya sea de forma directa o
indirectamente a través de la inhibicién del sistema OXPHOS, afecta la diferenciacién
neuronal. La administracién de uridina es capaz de revertir el dafio cuando la funcién

OXPHOS, aunque disminuida, aun es suficiente.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Muestras biolagicas y lineas celulares

En el presente trabajo se utilizé la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y procedente

de médula ésea de una niiia de 4 afios de edad [219].

También se trabajé con muestras de tejido cerebral cedidas por el banco de cerebros
del Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge (IDIBELL), Hospital Universitario de
Bellvitge. Estas fueron clasificadas en dos bloques: por un lado, muestras de diferentes regiones
cerebrales de tres individuos, enviadas en secciones de tejido congelado a -80 °C y cortes
parafinados. Por otro lado, RNA de cuatro regiones cerebrales de 167 muestras, procedentes de

individuos con diferentes estadios en la enfermedad de Alzheimer (Anexo Ill).
5.2. Cultivos celulares

5.2.1. Equipos, materiales y reactivos de cultivo celular

En el cultivo de células se emplearon diferentes medios y suplementos: Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) 4,5 g/I (25 mM), DMEM libre de glucosa, tampdn fosfato (PBS)

y suero fetal bovino (FBS) de GibcoTM, Invitrogen; uridina, galactosa y piruvato, Sigma.

Para la disociacién de las células se utilizé tripsina y acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), Sigmay TrypLE Express, Invitrogen. Y para su congelacion crioprotector dimetilsulfoxido

(DMSO) de Sigma.

Las placas de 100 mm empleadas, asi como el resto del material plastico estéril (placas
de 6,12, 24 6 96 pocillos, tubos Falcon, pipetas, criotubos, etc) y los filtros de 0.22 um de tamaiio

de poro (Acrodisc) utilizados para la esterilizacién de soluciones procedieron de TPP, Suiza.

El trabajo con lineas celulares fue realizado en campanas de flujo laminar modelos
LaminAir y NU-437-400E de las marcas Holten y Nuaire, respectivamente. Las lineas celulares se
mantuvieron durante su crecimiento en incubadores de CO,, modelos DHD AutoFlow Incubator
de la marca Nuaire. Las células se visualizaron en un microscopio invertido modelo DMIL, de la

marca Leica.

83



El contaje del nUmero de células se determiné mediante un contador celular modelo Z2,
de la marca Beckman Coulter. Se utilizé una centrifuga Allegra X-22 de la marca Beckman Coulter
para la centrifugacidn de suspensiones celulares. Los medios de cultivo y otros reactivos se
atemperaron, previamente a su utilizacién, en un bafio termostatizado modelo Precisterm de la
marca P-Selecta. Para el manejo de voliumenes en condiciones de esterilidad se utilizd un
pipeteador automdatico de la marca PipetBoy. La congelacién de lineas celulares se realizé en

sistemas Mr. Frosty, Sigma.

5.2.2. Mantenimiento de cultivos celulares

Todas las manipulaciones de las células se realizaron en campanas de flujo laminar
vertical en condiciones estériles. Las células se cultivaron en ausencia de antibidticos. Las lineas
celulares se cultivaron rutinariamente en placas de 100 mm. Las células se sembraron a
densidades que iban desde 1 x 10* a 1 x 10° células/m| dependiendo del tamafio de placa

utilizada y los requerimientos del tipo celular.

El material usado en la manipulacién de las células se esterilizd previamente en una
autoclave durante 20-30 min a 1,2 atmosferas de presion. Las disoluciones afiadidas a los

cultivos se esterilizaron usando filtros de 0.22 um.

Las células se cultivaron en un incubador termostatizado a 37 °C, en aire saturado de
humedad y con 5 % CO.. El medio se cambié cada 2 dias. Cuando las células alcanzaron un 80 %
de confluencia se lavaron con PBS para eliminar las proteinas del suero que inhiben el efecto de
la tripsina y se incubaron con tripsina (0,05 % de tripsina y 0,02 % de EDTA) o TryPLE durante 2-
3 min a 37 °C. Se comprobd con un microscopio invertido que las células se hubieran despegado
de la placa y se resuspendieron en un volumen de medio 5 veces mayor que el volumen de
tripsina utilizado y se centrifugaron a 378 x g durante 5 min. Una vez obtenido el pellet celular

este fue procesado segln el uso que se le fuera a dar.

Para crecer las células de las lineas de neuroblastoma se emple6é DMEM 25 mM
suplementado con 10 % de FBS o DMEN libre de glucosa con galactosa 5 mM, segin el

requerimiento de experimentacion.
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5.2.3. Congelacion y descongelacion de las lineas celulares

Para la congelacidn celular se utilizaron criotubos resistentes al nitrégeno liquido. Las
células se tripsinizaron y recogieron en un pellet celular por centrifugacién (segin condiciones
expuestas anteriormente), se resuspendieron en medio de congelacién, que consistio en DMEM
suplementado con 20 % de FBS y un 10 % de DMSO, este ultimo compuesto actla como
crioprotector. A continuacién, los criotubos se introdujeron en un Mr. Frosty, que fue guardado
en un congelador a una temperatura de -80 °C. El sistema de congelacién Mr. Frosty consiste en
un contenedor de policarbonato que contiene alcohol isoamilico y que, al ser sometido a
congelacion, permite un descenso gradual de la temperatura de 1 °C/min, lo que favorece una
buena conservacidn celular. Las células se mantuvieron en el recipiente aproximadamente
durante 24 h en el congelador de -80 °C y a continuacién se pasaron a nitrégeno liquido donde
se almacenaron hasta su posterior utilizacién. La cantidad de células congeladas por criotubo

fue de entre 1y 2 millones aproximadamente.

Para la descongelacion se tomé un criotubo de células conservado en nitrégeno liquido
y el contenido del mismo se resuspendié en un tubo falcon de 15 ml con medio de cultivo. Las
células se centrifugaron a 378 x g durante 5 min. El sobrenadante se decanté para eliminar el

DMSO, y el pellet de células obtenido se sembrd en una placa de cultivo de 100 mm.

5.2.4. Recuento celular

El recuento celular se realizé con el contador Countess™ Automated Cell Counter de
Invitrogen. Este contador de células automatizado analiza la viabilidad celular y el conteo de
células (concentraciones que van desde 1 x 10* hasta 1 x 107 células/ml) utilizando el método
del azul tripan. El azul tripan es un colorante capaz de penetrar en las células muertas, ya que
estas células presentan la membrana plasmatica desestructurada. De esta forma solo se tifien
de azul estas células. Para el contaje se mezclaron 10 pl de la suspension celular y 10 ul del

colorante azul tripan.
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5.2.5. Curvas de crecimiento

Para hacer curvas de crecimiento, con el fin de determinar la velocidad de crecimiento
celular en un medio de cultivo determinado, fueron sembradas 2 x 10° en una placa de 6 pocillos.

Se sembré por triplicado para el conteo de cada dia.

Una vez que se adhirieron las células (entre 6 y 24 h), las células de tres de los pocillos
de la placa (de cada linea celular en estudio) fueron recogidas (por tripsinizacién y posterior
centrifugacion) y el nimero de células fue contado (segun apartado 5.2.4) para establecer el
tiempo cero de la curva de crecimiento. Cada 24-48 h se recogieron las células por tripsinizacion
y se contaron por triplicado. El medio de los pocillos restantes se cambié siempre que fue

necesario.

Para los calculos, se representd en una grafica el nUmero de células frente al tiempo
transcurrido entre cada recuento, y se ajusté a una curva exponencial del tipo N = ax10%¢,

donde el tiempo de duplicacién fue DT = log2/b.
5.2.6. Tratamientos con drogas

En los ensayos donde se utilizaron drogas y con el propdsito de evidenciar defectos en
el sistema de fosforilacion oxidativa, limitando para ello la glucdlisis, se utiliz6 DMEM libre de
glucosa y suplementado con galactosa 5 mM, piruvato 1 mM vy FBS al 10 %. En los experimentos
con drogas, éstas se afiadieron al medio DMEM suplementado con galactosa a las
concentraciones deseadas. El medio se cambié cada 48 horas. Las células fueron expuestas a

distintas drogas y determinadas concentraciones, indicadas a continuacion:

-Inmunosupresor

Leflunomida, LEF (Sigma): inhibe la sintesis de pirimidinas bloqueando la enzima dihidroorotato

deshidrogenasa. Stock disuelto en DMSO.

-Inhibidores del complejo IV

Cianuro posatico, KCN (Fluka): inhibe el CIV. Stock disuelto en agua.
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5.3. Diferenciacion celular a neuronas dopaminérgicas

Las células de neuroblastoma fueron sembradas a una densidad de 2 x 10* células por
pocillo en placas de 6 pocillos, o 10° células en las placas de 100 mm, con medio DMEM 25 mM
de glucosa, suplementado con 10 % de FBS. Los experimentos se realizaron en galactosa 5 mM.
Para la diferenciacion se siguid el protocolo de Presgraves [196]. A las 24 h de haber sido
sembradas, las células fueron tratadas con acido trans-retinoico (RA) de Sigma, a una
concentracién de 10 uM durante 5 dias. El medio fue reemplazado por medio fresco con RA cada
dos dias. Al finalizar los 5 dias, el RA fue reemplazado del medio por 12-O-tetradecanoil-forbol-

13-acetato (TPA) de Sigma, a 180 nM durante 3 dias.
5.4. Extraccidon, manipulacion y analisis de acidos nucleicos

5.4.1. Equipos y materiales utilizados

Para la extraccién de acidos nucleicos se emplearon los kits comerciales NucleoSpin®
RNA de Macherey-Nagel y Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit de Roche. Para el proceso
se utilizé la centrifuga Eppendorf Mini Spin® PLUS. Y para la electroforesis de geles horizontales

de agarosa de DNA se utilizd el sistema Bio-Rad.

La amplificacién de acidos nucleicos por PCR se realizé en el termociclador de la marca
Biometra modelo T3 Thermocycler, en el de la marca Applied Biosystems modelo Veriti

Thermalcycler y el de la marca Eppendorf modelo Mastercycler personal.

Los oligonucleétidos y sondas para PCR cuantitativa, asi como otros reactivos utilizados,

el material consumible y los instrumentos StepOne™ y ViiA 7 fueron de Applied Biosystems.

5.4.2. Extraccion del RNA

5.4.2.1. Obtencion de RNA a partir de cultivos celulares

El RNA total a partir de células en cultivo se extrajo utilizando el kit NucleoSpin RNA II
de Macherey-Nagel. Antes de la extraccion, las células en cultivo se recogieron por
tripsinizacién. A continuacion, se realizaron dos lavados del pellet celular con PBS frio mediante
resuspensidn y posterior centrifugaciéon. Una vez obtenido el pellet celular, se congeld a -80 °C.

En el momento de la extraccion se siguieron las instrucciones del fabricante.
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También se extrajo RNA de células con trizol. Para ello, trabajando en campana de flujo
laminar, el pellet celular fue lisado con 500 pl de TRIZOL (atemperado previamente) durante 5
min. Posteriormente se afiadid 100 pl de cloroformo, se dejé actuar durante 2-3 min a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 x g 15 min a 4 °C. Tras la centrifugacion, se
transfirid la fase acuosa a un nuevo eppendorf al que se afiadié 250 pl de isopropanol, y tras
invertir el eppendorf varias veces y dejarlo incubar 10 min a temperatura ambiente, se
centrifugd a 12000 x g 10 min a 4 °C. Una vez retirado el sobrenadante, el pellet se resuspendid
en etanol al 75 % y se centrifugd a 7500 x g 5 min a 4 °C. Por ultimo, tras dejar retirar el etanol y
dejar que se evaporaran los restos en un bloque a 55 °C, el RNA se resuspendié en 100 pl de

agua libre de RNAsas y se incubd 10 min en un bafio a 55-60 °C en agitacion.

5.4.2.2. Obtencion de RNA a partir de tejido cerebral

En el caso de tejido, para la extraccion con el kit NucleoSpin RNA II, como paso previo se

homogenizaron secciones de 20 a 30 mg de tejido en el mortero con nitrégeno liquido.

5.4.3. Obtencion del cDNA

El cDNA monocatenario se obtuvo utilizando como molde el RNA total extraido a partir
de las lineas celulares o tejidos, empleando el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit.
Se cargd 1 ug de RNA o bien, si la concentracién no alcanza, se cargé 10 pl de RNA, junto con los

reactivos necesarios (Tabla 5.1) en un volumen final de 20 pl:

Tabla 5.1. Reactivos necesarios para sintetizar cDNA por PCR de transcripcion reversa (RT-gPCR).

Reactivos Volumen de reaccién (pl)
Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5
Reaction Buffer 5x 4,0
Protector RNase Inhibitor 0,5
Deoxynucleotide Mix 2,0
Ramdon Hexamer Primer 2,0

H20 Hasta completar volumen
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Una vez obtenida la mezcla de reaccién se llevaron a cabo los siguientes ciclos de
temperatura a distintos tiempos en un termociclador: 25 °C durante 10 min, 55 °C durante 30
min, 85 °C durante 5 s y 4 °C durante 5 min. La muestra de cDNA obtenida se cuantificé y se

conservo a -20 °C hasta su uso.

5.4.4. Cuantificacion de acidos nucleicos

La cantidad de acidos nucleicos obtenidos se determind utilizando un ND-1000
spectrophotometer de la marca Nanodrop. Se realizé una lectura espectrofotométrica a 260 y
280 nm de longitud de onda, utilizando un volumen de trabajo muy pequefo (1-2 ul). Tras la
realizacion de un blanco, utilizando para ello el mismo disolvente en el que esté disuelta la
muestra de d4cidos nucleicos (generalmente agua destilada), la medida de las muestras dio
directamente el valor de la concentracion de acidos nucleicos. El calculo se realizé utilizando la
formula:

DNA (ng/uL) = Abs260x50xVdilucion

El ratio de absorbancia a 260/280 nm sirve para evaluar la pureza de los acidos nucleicos,
considerandose un valor 6ptimo un ratio entre 1,8 y 2. También se utiliza el ratio de pureza
secundario 230/280 nm. Los valores éptimos aceptados para esta relacion se encuentran en el

intervalo de 2,0-2,2.

5.4.5. Cuantificacion de la expresion de genes

5.4.5.1. Genes estudiados

Los transcritos cuantificados mediante esta técnica fueron:

-Mitocondriales: subunidad 1 del complejo IV (MT-CO1).

-Nucleares: Los genes de referencia: el gen ribosdmico nuclear 18S y el Gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH), Uridina-citidina
quinasa 2 (UCK2).
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5.4.5.2. Cuantificacion de mRNAs a partir de cDNA

La cuantificacidon de los niveles de mRNA de los distintos genes estudiados se llevd a
cabo utilizando como molde los cDNAs previamente sintetizados. La metodologia empleada fue
la de las sondas Tagman sintetizadas en la casa comercial Applied-Biosystems. Para cada
muestra, ademas de los genes deseados, se realizd la amplificacion de un gen constitutivo o de

referencia (185 O GAPDH).

5.2. Reactivos necesarios para la expresion de genes.

Concentracion stock Volumen reaccidn
TagMan Universal PCR Master Mix 2X 10 ul
Sonda gen a estudiar (FAM) 20X 1yl
Sonda 18S (VIC) 20X 1ul
H20 estéril 7 ul

Los genes estudiados se determinaron mediante la utilizacion de sondas que
presentaban un fluoréforo FAM, mientras que el gen de referencia estaba marcado con un

fluoréforo VIC, lo que permitié el analisis de los dos genes de forma paralela.

La cantidad de cDNA para cada reaccion fue 100 ng en 1 pl. Los reactivos necesarios para
la amplificacién se muestran a continuacion (tabla 5.2) y las condiciones utilizadas para la
reaccion fueron las siguientes: 50 °C — 2 min, 95 °C — 10 min, 95 °C—- 15 s, y 40 ciclos de 60 °C —

1miny50°C—30s.

Los resultados se analizaron utilizando programa StepOne v2.0. y se expresaron como
ACt entre el gen de interés y el gen de referencia, o en valor absoluto cuando se disponia del

pldasmido para la realizacidn de una curva estandar.
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5.4.5.3. Cuantificacion de mRNAs a partir de RNA

La cuantificacién de los niveles de mRNA a partir de RNA se realizé con los kits de Applied
Biosystems, TagPath™ 1-Step Multiplex Master Mix y TagMan® RNA-to-Ct™ 1-Step kit. De
nuevo, ademas de los genes deseados, se realizd la amplificacidon de un gen constitutivo o de

referencia (185 o GAPDH).

Los genes estudiados se determinaron mediante la utilizacion de sondas que
presentaban un fluoréforo FAM, mientras que el gen de referencia estaba marcado con un
fluoréforo VIC, lo que permitiod el andlisis de los dos genes de forma paralela. Para alguno de los
estudios, en el que fue necesario la medicion de tres mensajeros en un mismo pocillo, se utilizd

un tercer fluoréforo ABY.

Tabla 5.3. Reactivos necesarios para el estudio de niveles de mRNA. A. Estudio en el ViiA 7. B. Estudio en el StepOne™.

ViiA7 StepOne™
Reactivos Volumen (ul) Reactivos Volumen (ul)
4x TaqPathe™ 1-Step TagMan® RT Enzyme
. , 5ul . 0,5 ul
Multiplex Master Mix Mix (40x)
®nT. -
Sonda ABY 1l TagMan® RT-PCR Mix 10l
(2x)
Sonda FAM 1l Sonda FAM 1l
Sonda VIC 1l Sonda VIC 1l
H.0 10 pl H.0 5,5 ul

La cantidad de RNA para cada reaccion fue 10 ng en 2 pL. Los reactivos necesarios para
la amplificacion (Tabla 5.3) y las condiciones utilizadas (Tabla 5.4) fueron diferentes
dependiendo del nimero de sondas utilizadas por pocillo. Para el caso de las sondas ABY, FAM
y VIC en un solo pocillo se empleé el kit TagPath™ 1-Step Multiplex Master Mix en el ViiA 7 Real-
Time PCR System. Y para los estudios con sonda FAM Y VIC, se utilizad el TagMan® RNA-to-Ct™

1-Step kit, en el StepOne™.
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Tabla 5.4. Condiciones para el estudio de niveles de mRNA. A. Estudio en el ViiA 7. B. Estudio en el StepOne™.

ViiA7 StepOne™
Tem?oeé)atura Tiempo N2 de ciclos Temp(;oescr)z:\tura Tiempo N2 de ciclos
25°C 2 min 1 48 °C 15 min 1
53°C 10 min 1 95°C 10 min 1
95 °C 2 min 1 95 °C 15s 40
95 °C 3s 40 60 °C 1 min
60 °C 30s

5.5. Clonaje en el vector pCRTM-Blunt II-TOPO®

Se clonaron los genes UCK2, DHODH y GAPDH en el vector comercial pCRTM-Blunt II-
TOPO® de Invitrogen para construir una curva de calibracién con la que cuantificar de forma

exacta el nimero de copias de mRNA en las muestras analizadas por gPCR.
5.5.1. Diseio de oligonucledtidos para amplificar

Se accedio a la secuencia codificante de los genes en la base de datos Ensembl. De todos
los transcritos posibles, se eligié el que codificaba la proteina y poseia la secuencia de referencia
en NCBI. En base a esta secuencia, se disefi6 manualmente una pareja de cebadores, cuyas

caracteristicas se analizaron con la herramienta OligoAnalyzer 3.1 de IDT (Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Secuencia de oligonucledtidos. Los cebadores directo y reverso de los genes DHODH, UCK2 y GAPDH, en
direccién 5’-3’ y caracterizacion de los mismos. GTTTAAA: sitio de corte de Pmel; GGATCC: sitio de corte de BamH];
GCCACC: secuencia Kozak.

Gen Cebador reverso Tm
Directo GTTTAAACGCCACCTGGGGAAGGTGAAGGTCGG
DHODH 61°C
Reverso GGATCC TCACCTCCGATGATCTGC
UcKk2 Directo GTTTAAACGCCACCATGGCCGGGGACAGCGAG 79 °¢
Reverso GGATCCTCAATGCGGCCTGCTGCTGG
GAPDH Directo GTTTAAAC GCCACC ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG 59 °C
Reverso GGATCCTTACTCCTTGGAGGCCATGTGG

Para disefiar las parejas de oligonucledtidos se procurd que la temperatura de
hibridacidn (Tm) de los cebadores directo y reverso sin los sitios de corte fuera lo mas parecido

posible entre siy que el contenido en G+C estuviera comprendido entre un 40-60 %.
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5.5.2. Obtencién de cDNA a partir de RNA de la linea celular SH-SY5Y

Se extrajo RNA de un pellet de la linea celular SH-SY5Y por medio del método basado en
el reactivo Trizol. Se eliminaron las estructuras secundarias y se sintetizé el cDNA mediante el
kit Transcription first strand cDNA synthesis kit de Roche, con un programa recomendado para
fragmentos inferiores a 4000 bp (55 °C 30 min, 85 °C 5 min para inactivar la enzima, y hielo 5

min).

5.5.3. Amplificacion por PCR

Se amplificé el nimero de copias de la secuencia codificante de los genes mediante PCR

para su posterior clonaje en el vector comercial (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Reactivos para la PCR y programa del termociclador para amplificar el cDNA del producto de la
retrotranscripcion. X: temperatura de hibridacion especifica para cada gen.

Reactivos Programa de PCR
98 °C 5 s (desnaturalizacion inicial) A
10 pl de buffer de la polimerasa 5X 98 °C 10 min (desnaturalizacion) [ S5ciclos
1 pl de dNTPs (0,2 mM) X °C 20 s (hibridacién)
1 pl de cebador directo (10 uM) 72 °C (extension, 15 s/1 kb) J
1 pl de cebador reverso (10 uM) 98 °C 10 min (desnaturalizacién)
1 pl de Phusion Hot Start 72 °C 20 s (hibridacion) L 28ciclos
5 ul de cDNA 72 °C 20 s (extensidn)
31 ul de H20 72 °C 5 min (elongacién) ’
4 °C oo (almacenamiento)

Los primeros ciclos de la PCR se realizaron a la temperatura recomendada para los
cebadores sin las secuencias de corte, mientras que los restantes ciclos se realizaron a 72 °C,

que es la temperatura recomendada para la Phusion Hot Start DNA polimerasa.

El producto amplificado por PCR se analizé mediante electroforesis horizontal en un gel
de agarosa al 1 %. El tampdn de electroforesis utilizado fue Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X y se
afiadi6 bromuro de etidio como agente intercalante a una concentracién final de
aproximadamente 0,75 pg/ml. El marcador de peso molecular empleado fue Low Mass Ladder,
que contiene bandas cuyo peso molecular oscila entre 100-2000 bp. Las electroforesis se
desarrollaron en condiciones de voltaje constantes (50-100 V) y los resultados se visualizaron

con un transiluminador Gel Doc de Bio-Rad.
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5.5.4. Clonaje del producto de PCR en el vector

Una vez obtenido el producto de amplificacién esperado, se procedid a su clonaje en el
vector pCRTM-Blunt II-TOPQO®. Para ello, se utilizd el kit Zero Blunt Topo PCR cloning Kit de

Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Este vector permite incorporar productos de PCR de extremos romos. La cantidad de
producto de PCR anadida depende de la intensidad de la banda de PCR obtenida, pudiendo
variar entre 0,5-4 ul (Tabla 5.7).

Una vez preparada la mezcla, se dejé 30 minutos a temperatura ambiente. Durante este
tiempo, la topoisomerasa | del virus Vaccinia unida covalentemente a los extremos 3’ de cada
hebra del vector interviene en una reaccidon quimica cuyo resultado final es la insercién del

producto de PCR en el vector.

Tabla 5.7. Mezcla de reactivos necesaria para la ligacidn del producto de PCR en el vector pCRTM-Blunt II-TOPQ®.

Reactivos Volumen (ul)
Producto de PCR 0,5-4 ul
Sales 1ul
Vector 1ul
H20 hasta 6 pl

5.5.5. Transformacidn de bacterias DH5a por choque térmico

La mezcla de ligacion se transformé por choque térmico en bacterias competentes de la
cepa DH5a de Escherichia coli, con 2 pl de ligaciéon por 50 pl de suspensidn bacteriana, el

procedimiento fue el siguiente: 4 °C 30 min, 42 °C 45 s y hielo 2-3 min.

Tras el choque térmico, se afiadieron 250 pl de medio LB (sin antibidtico) y las bacterias
se incubaron durante 1 h, a 37 °Cy en agitacion a fin de permitir su recuperacién. Pasado este
tiempo, la suspensién bacteriana se sembré en una placa de LB con kanamicina (50 pug/ml) y se

incubd hasta la mafiana siguiente a 37 °C.

Se seleccionaron las bacterias que contuvieran vectores plasmidicos recombinantes por
la resistencia a kanamicina codificada en el vector y por la interrupcion del gen letal ccdB. Por lo

que, las colonias que crecieron en el medio con kanamicina tenian el inserto clonado.
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5.5.6. PCR de colonias bacterianas

Se verificd por PCR que las colonias que habian crecido sobre la placa con kanamicina
contenian el gen buscado. Para ello, se picaron colonias individuales, se pusieron a crecer en
medio LBy se incubaron durante 5 min a 95 °C. Las bacterias lisadas se centrifugaron a 4000 rpm
durante 5 min en una microcentrifuga Sorvall Legen micro 17 (rotor 24 x 1.5/2.0 ml), y con el
sobrenadante obtenido se prepard la reaccion de PCR detallada en la tabla 5.8.

Tabla 5.8. Reactivos para la PCR y programa para amplificar la secuencia codificante del gen GAPDH clonada en el
plasmido aislado de las bacterias. X: temperatura de hibridacion especifica para cada gen.

Reactivos Programa de PCR

5 ul de buffer de la polimerasa 10X
1 ul de dNTPs (0,2 mM)

1 pl de cebador directo (10 uM)

1 pl de cebador reverso (10 uM)
0,5 pl de Taq Ibian

5 ul de DNA (sobrenadante)

36,5 pl de H20

94 °C 5 min (desnaturalizacion inicial)

94 °C 1 min (desnaturalizacion) 30

X °C 1 min (hibridacién) ciclos
72 °C 1,5 min (extension, 30 s/0,5 kb)

72 °C 5 min (elongacion)

4 °C oo (almacenamiento)

Se eligié una temperatura intermedia entre las temperaturas de hibridacion de la
secuencia completa de los cebadores directo y reverso. El producto amplificado se analizé por
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X (Figura 5.1). Las colonias positivas para el

gen requerido se pusieron a crecer en 6 ml de medio LB con kanamicina, a 37 °Cy en agitacion.

M 1 2 3 4 5 6
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Figura 5.1. Screening por PCR del sobrenadante de 6 colonias que han crecido en la placa de LB+kanamicina con los
cebadores GAPDH-F y GAPDH-R. Gel de agarosa al 1 % en TAE 1X. Condiciones: 100 V, 30 min.

95



5.5.7. Secuenciacion del gen clonado en las colonias recombinantes

Se utilizo el servicio de secuenciacion de DNA de la empresa Secugen S.L. (Madrid) para

comprobar que el gen de interés se clond en el vector comercial sin mutaciones.

Para ello, se extrajo DNA plasmidico de cultivos bacterianos utilizando el kit comercial
GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit de Sigma, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
determind la concentracion y pureza del DNA aislado y se prepararon muestras de vector para
la secuenciacién. Se utilizaron los cebadores universales M13 Forward y M13 Reverse, cuyos
puntos de hibridacién delimitan la regidn en la que se ha introducido el producto de PCR. Por
ultimo, se analizé la lectura de las reacciones de secuenciacidon con los cebadores directo y

reverso mediante el programa BioEdit.
5.6. Clonacion del fragmento de DHODH

Para asegurar el correcto reconocimiento del anticuerpo de DHODH utilizado, se

construyé el fragmento de la proteina que la casa comercial empleé para generar el anticuerpo.
5.6.1. Clonacién y transformacién en E. Coli BL21

El fragmento DHODH (aminodacidos 32-141) se amplificé a partir de cDNA de una linea
de fibroblastos humanosy se cloné en el vector de expresidn bacteriano pET-28a, entre los sitios

de restriccién Ndel y Notl. Los primers usados fueron:
e 32-141DHODH-F: 53" CATATGGGAGATGAGCGTTTC
e 32-141DHODH-R: 53" GCGGCCGCTAAGCTTGGTCCTCAGGGA

Se transformaron células E. Coli BL21 con el plasmido pET-28a- DHODH (32-141) utilizando

el método de shock térmico a 42 °C durante 45 s.
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5.6.2. Expresion y purificacion del péptido

La colonia de E.Coli BL21 con el plasmido pET-28a- DHODH (32-141) se inoculé en 10 ml
de cultivo en tubos de 50 ml (conteniendo medio LB con 30 pg/ml de kanamicina). El cultivo se
incubd, durante toda la noche, en un agitador orbital a 180 rpm y 37 °C. Posteriormente, se
inocularon 100 pl del cultivo en 10ml de LB fresco con 30 pg/ml de kanamicina. Se incubd en
agitacidn orbital hasta alcanzar un OD de 0,8-1. El cultivo se indujo por adicién de IPTG a una
concentracién final de 100 mM IPTG durante 24 h. Las células se recogieron por centrifugacion
a 2585 x g, 20 min a 4 °Cy se resuspendieron en 600 pl de tampdn fosfato potdsico 50mM, pH
8. La solucién se lisé en un equipo de ultrasonidos Up200S (Hieslscher), con 6 ciclos de 30 s 'y
una amplitud del 80 %, 6 ciclos de 0,5 s y 30 s de descanso entre ciclos. Este proceso se repitié
entre 10 y 12 veces, manteniendo el tubo en bafio de hielo, para posteriormente, centrifugar la

suspension durante 5 mina 12100 x gy 4 °C.

La expresion de la proteina se analizé en geles de poliacrilamida del 14 %.
5.7. Manipulacidn y andlisis de proteinas

5.7.1. Determinacion de la cantidad de proteinas totales por el método de

Bradford

Esta técnica permitiéd corregir las actividades enzimdticas o calcular el volumen de
muestra necesario para las técnicas basadas en deteccidn de proteinas (Western blot en nuestro
caso), obteniendo la cantidad de proteinas totales presentes en un homogenado celular. El
procedimiento esta basado en la medida de la cantidad de proteinas totales por una reaccion
colorimétrica. Se realizd6 una recta de calibrado con albumina sérica bovina, BSA (Sigma),
partiendo de un stock de 1 mg/ml. Paraello, se prepard en agua destilada una serie de diluciones

de concentracién conocida, como se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 5.8. Tabla con las cantidades para preparar las diluciones de la recta de calibrado, en la determinacion de

proteinas totales por el método de Bradford.

Concentracion (mg/ml) Agua (ul) BSA (ul)

Blanco 1000 0
0,05 950 50

0,1 900 100

0,2 800 200

0,3 700 300

0,4 600 400

0,5 500 500

El reactivo de Bradford se diluyé en una proporcién 1:5 en agua destilada, y se conservo
tapado de la luz. Se utilizaron placas de 96 pocillos y se midié la absorbancia a 595 nm en el
lector de placas Novostar de BMG-Labtech. En cada pocillo de la placa se afiadieron 10 pl de

muestra o patrdon de la recta y 200 pl de reactivo de Bradford.

Con los valores de absorbancia de las diluciones de BSA se construyd una recta de
calibrado (Figura 5.2) y se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras. La dilucion

se tuvo en cuenta para calcular la concentracion de las muestras.

Standard Corvels)

Figura 5.2. Representacidn grafica de la recta de calibrado. Concentraciones de BSA frente a absorbacia a 595
nm.
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5.7.2. Método para el analisis de proteinas por Western blot

5.7.2.1. Materiales y equipos utilizados

El Tris/HCI, cloruro de sodio (NaCl), desoxicolato de sodio (NaDOC), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), Tritdon X-100, cocktail de inhibidores de proteasas, glicina,
N,N, N’,N’- tetrametiletilendiamina (TEMED), B-mercaptoetanol, azul de bromofenol, y Tween
20, inhibidor de proteasas, azul de Coomasie y acido acético procedieron de Sigma. La
acrilamida, bisacrilamida, persulfato amdnico (APS) y dodecilsulfato sdédico (SDS) procedieron

de Serva. El metanol (grado HPLC) procedid de Panreac.

Los geles Mini-PROTEAN TGX™ Precast Gels y las membranas Trans-Blot® Turbo™
Transfer Pack (0,2 um PVDF) fueron de Bio-Rad. Las membranas de PVDF para la fijacion de
proteinas fueron membranas HybondTM —P de Amersham. Las autorradiografias utilizadas en
la deteccién de proteinas fueron HyperfilmTM ECL de Amersham. Los reactivos utilizados para
el revelado por quimioluminiscencia fueron SuperSignal®West Pico Mouse IgG Detection Kit de

Pierce.

Cuando se hicieron geles SDS-TRIS-Glicina se utilizé el sistema Mini-PROTEAN® 3 Cell. La
transferencia de proteinas se realizé mediante transferencia himeda utilizando el sistema de
MiniTrans-Blot o empleando el sistema de transferencia Trans-Blot® Turbo™ Transfer Stacks,
todo procedente de Bio-Rad. Se empled también una centrifuga Eppendorf modelo 5415R, el

sistema de imagenes Odyssey® de LI-COR Biosciences.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se muestran a continuacion:
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Tabla 5.9. Tabla resumen de anticuerpos primarios y secundarios empleados para la inmunodeteccion de proteinas
por Western-blot. Mc: monoclonal, Pc: policlonal.

Anticuerpo Especie Dilucién Proveedor

Anti-DHODH Pc, conejo 1:500 Biorbyt

Anti-DHODH Mc, ratén 1-5 pg/ml Abcam

Anti-CAD Mc, conejo 1:500 Abcam

Anti-p.MTCO1 Mc, ratén 1:500 Abcam

Anti-a-Tubulina Mc, ratén 1:4000 Sigma
Anti-SDHA Mc, ratén 1:1000 Thermo Scientific

Anti-B-actina Mc, ratén 1:1000 Sigma
Anti-conejolgGDyLight™ 680 Cabra 1:15000 Thermo Scientific
Anti-conejolgGDyLight™ 800 Cabra 1:15000 Thermo Scientific
Anti-raténlgGDyLight™ 680 Cabra 1:15000 Thermo Scientific
Anti-ratonlgGDyLight™ 800 Cabra 1:15000 Thermo Scientific
Anti-conejo (H+L) peroxidasa conjugada Cabra 1:5000 Thermo Scientific
Anti-raton (H+L) peroxidasa conjugada Cabra 1:5000 Thermo Scientific

5.7.2.2. Extraccion de proteinas

5.7.2.2.1. Extraccion de proteinas de lineas celulares

Después de someter las células a diversos tratamientos, se tripsinizaron y centrifugaron
5 min a 378 x g. El pellet celular resultante se lavé con 1 ml de PBS y tras otra centrifugacidn se
resuspendid en un volumen de tampdn de lisis (Ripa): 50 mM Tris/HCI, 50 mM NaCl, 0.5 %
NaDOC, 5 mM EDTA y 1 % de Tritdn X-100. A continuacidn, la muestra se incubd en una noria
giratoria durante 15 min a 4 °C, para favorecer la rotura de las membranas celulares mediante
el detergente y se centrifugd a 4 °C durante 15 min a 15700 x g para eliminar los restos celulares.

Después se recupero el sobrenadante y se congeld a -80 °C hasta su uso.

5.7.2.2.2. Extraccion de proteinas de tejido cerebral

Para la extraccidn de proteina a partir de tejido de cerebro, se prepararon homogenados
de 100 mg de tejido que se resuspendieron en 400 ul de Buffer TBS pH 7,4 (Tris Base 20 mM,
NaCl 150 mM) e inhibidor de proteasas 1:10. Las muestras se homogenizaron en el potter 10
veces a 500 revoluciones. Posteriormente, se centrifugaron a 4 °C durante 30 min a 15700 x g.

Después se recupero el sobrenadante y se congeld a -80 °C hasta su uso.
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5.7.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

La separacidn electroforética de las proteinas se realizd en geles de poliacrilamida, que
permiten la separacién de las mismas en funcidon de su peso molecular. Para ello, se utilizo el
método de Laemmli [220] o SDS-tris-glicina. Los geles SDS-TRIS-Glicina realizados se hicieron

utilizando el sistema Mini-PROTEAN® 3 Cell.

A continuacién, se resumen las disoluciones necesarias para la realizacién de estos geles.

-Acrilamida stock: Acrilamida/bisacrilamida 29:1 (30 %).

-Tampon separador: Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; SDS 0,4 %; EDTA 8 mM.

-Tampon concentrador: Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4 %; EDTA 8 mM.

-Tampon electroforesis 10X: Tris-HCI 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1 %.

-Tampon de carga 4X: Glicerol 20 %; Tris-HCI 0,16 M pH 6,8; EDTA 20 mM; SDS 8 %, azul

de bromofenol 0,4 %, B-mercaptoetanol 4 %.

Para la preparacion del gel, se afiadid primero la fase del gel separador, cuya

composicion viene descrita a continuacion:

Tabla 5.10. Composicién del gel de separacidn de SDS-tris-glicina: Las cantidades son para geles de 10 % de Acrilamida

Componente 0,75 mm 1,5 mm
Acrilamida stock 1,7 ml 3,3 ml
Tampdn separador 4x 1,25 ml 2,5ml
Agua 2ml 4 ml

10 % Persulfato amdnico (APS) 100 pl 100 ul
TEMED 0 ul 10 pl

La mezcla se afadid en el montaje evitando formar burbujas hasta que llegd a ocupar
mas o menos tres cuartas partes del montaje. A continuacién, se adiciond isopropanol para
estabilizar el frente del gel y evitar el contacto del mismo con el oxigeno del aire (que dificulta
la polimerizacion) y se esperd hasta que gelificara. Seguidamente se retird el isopropanol, se
lavaron los restos 2 6 3 veces con agua destilada y se secd bien el montaje con papel de filtro.

Después se anadié la fase del gel concentrador (Tabla 5.11).
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Tabla 5.11. Composicion del gel concentrador de SDS-tris-glicina. Las cantidades son para espaciadores de 0,75 mm.

Componente 0,75 mm 1,5 mm
Acrilamida stock 325 ul 650 pl

Tampdn separador 4x 630 pl 1,26 ml
Agua 1,5ml 3ml

10 % Persulfato amonico (APS) 100 pl 100 pl
TEMED 10 ul 10 ul

Después de anadir el volumen necesario de esta fase, se colocd el peine. Una vez
polimerizado se sacé el peine, se lavaron bien los pocillos con tampdn de electroforesis, y se
prepararon las muestras para cargar. Las muestras preparadas (apartado 5.4.2.2.) y
cuantificadas tal y como se explica en el apartado 5.4.1, se mezclaron con tampén de carga y se
desnaturalizaron durante 5 min a 100 °C. A continuacion, se cargaron en el gel entre 20y 60 g
de proteinas totales. La electroforesis se realizd con el tampdn de electroforesis 1X a un
amperaje constante de 10 mA hasta que las muestras entraron en el gel separador, y a 20 mA el
resto del tiempo, hasta que el frente alcanzé la parte inferior del gel. Cuando se utilizaron geles
comerciales, la electroforesis se realizé a 50 V hasta que las muestras salieron de los pocillos y a
continuacién se mantuvo a un voltaje constante de 200 V hasta que se alcanzé la parte inferior

del gel.

5.7.2.4. Transferencia a membranas PVDF

Para la transferencia de proteinas a membranas PVDF se utilizd el sistema Mini Trans-
Blot para transferencia humeda. Una vez terminada la electroforesis, el gel se equilibré en
tampdn de transferencia (Tris 38 mM, Glicina 39 mM, Metanol 20 %). Paralelamente se prepard
la membrana para la transferencia. Para ello se realizaron los siguientes lavados para
equilibrarla: 30 segundos en metanol, agua destilada y tampdn de transferencia. Los papeles de
filtro y las almohadillas también se humedecieron en tampdn de transferencia. Cuando se
equilibré la membrana y el gel, se realizé el montaje de los elementos necesarios para la
transferencia humeda, el casete se montd con la parte mas oscura hacia abajo y se ordend de la
siguiente forma (de abajo hacia arriba): almohadilla, papel de filtro, gel, membrana, papel de

filtro y almohadilla (Figura 5.3). El casete se cerrd y se colocé en el médulo de electrodos.
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Figura 5.3. Montaje del casete para transferencia humeda.

En la cubeta de transferencia se colocé un bloque de hielo y un agitador para ayudar a
mantener la temperatura del tampdn y permitir su distribucién uniforme. La transferencia se
realizd a una temperatura de 4 °C y un voltaje constante de 80 V durante 2 h. Al terminar la
transferencia, la membrana se tifié con una soluciéon de rojo Ponceau, colorante que se une
especificamente a las proteinas y permite comprobar la eficacia de la transferencia. Finalmente,
la membrana se lavd bien con agua destilada y con PBS, tras lo cual o bien se conservé a 4 °C

envuelta en film de plastico hasta su uso, o se continud con la inmunodeteccion de proteinas.

También se realizé transferencia de proteinas en el sistema de transferencia Trans-Blot®
Turbo™ siguiendo las instrucciones del equipo, se utilizé el programa HIGH MW para proteinas
menores de 150 kDa con una duracién de 10 min en geles de acrilamida de 0,75 mm, o el

programa 1,5 mm GEL para proteinas de cualquier tamafo en geles de 1,5 mm.

5.7.2.5. Inmunodeteccidn de proteinas mediante Western-blot

5.7.2.5.1.Incubacidn con los anticuerpos primario y secundario

La membrana se bloqued con PBS al 5 % p/v de leche desnatada en polvo y se incubé 1
h a temperatura ambiente, o bien toda la noche en la cdmara fria. En los casos donde la
deteccion de proteinas se llevd a cabo a través del sistema de imagen Odyssey, el bloqueo se
realizd con PBS al 5 % p/v en leche desnatada sin Tween, y para peroxidasa con Tween 1x.
Después se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS-Tween (PBS-T), para eliminar los
restos de la solucién de bloqueo. El anticuerpo primario se incubé en PBS-T al 1 % de leche
desnatada en polvo durante 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a una temperatura de

4°C.
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Transcurrido este tiempo, se realizaron nuevamente 3 lavados de 10 min con PBS-T, para
arrastrar posibles restos de anticuerpo primario. Seguidamente, se incubé la membrana durante
1 h con el anticuerpo secundario en PBS-T al 0,1 % de leche desnatada en polvo. Después de
esto, se realizaron otros 3 lavados de 10 min con PBS-T para eliminar las trazas de anticuerpo
secundario y se procedié a la deteccién, tal y como se explica en el apartado (5.4.2.5.2). Las

concentraciones adecuadas de anticuerpo primario y secundario se muestran en la tabla 5.2.

5.7.2.5.2. Deteccion de proteinas

La membrana se incubd durante 5 minutos con el sustrato quimioluminiscente del kit
SuperSignal®West Pico IgG Detection Kit y la luminiscencia de dicha reaccién se detecté
mediante una placa autorradiografica y su posterior revelado. El tiempo de revelado dependid
de la cantidad de muestra aplicada y de la sensibilidad del anticuerpo utilizado. Tras el revelado

las peliculas radiograficas se secaron al aire y digitalizaron para su posterior cuantificacion.

También se utilizé el sistema de imagenes Odyssey® que utiliza dos canales
fluorescentes infrarrojos (700 y 800 nm) para la deteccidn y analisis simultaneo de proteinas.
Las membranas fueron escaneadas y procesadas segun los requerimientos del equipo. Una vez
obtenidas las imagenes las bandas fueron cuantificadas con el programa Imagen Studio (IS)

version 2.0.

5.7.2.6. Reutilizacion de membranas

Cuando se quiso reutilizar una membrana después de la deteccion, ésta se incubd con
solucién de Stripping (2-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2 %, Tris-HCl 62,5 mM pH 6,7) a 58 °C
durante 20-30 min. Seguidamente, se realizaron dos lavados de 10 min a temperatura ambiente
con PBS-T para eliminar las trazas de solucién de stripping, y se procedié a la siguiente

inmunodeteccion repitiendo los procesos anteriormente descritos.
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5.8. Huella peptidica

5.8.1. Preparacion de las muestras

Las muestras a estudiar se cargaron en un gel SDS-PAGE por duplicado. Una mitad de
gel se transfirid a una membrana para la posterior inmunodeteccidon por Western blot de la
proteina de interés, mientras que la otra mitad se tifid con azul de Coomassie. Una vez realizado
el Western blot, la autorradiografia se superpuso con el gel tefiido y se recortd, con la ayuda de
un bisturi estéril, la banda correspondiente, que se almacené sumergida en agua milliQ y se

envid al Centro de Gendmica y Protedmica de la Universidad Complutense de Madrid.

Las proteinas presentes en las bandas o spots de gel se digirieron con Tripsina. Las
muestras fueron reducidas con 10 mM de ditiotreitol (DTT) en 25 mM de bicarbonato aménico
a 56 °C durante 30 min y luego se alquilaron con 25 mM de lodacetamida (IAM) en 25 mM de
bicarbonato amdnico durante 15 min en oscuridad. Finalmente, las muestras fueron digeridas
con 12.5 ng/ul de tripsina grado secuenciacion (Roche Molecular Biochemicals) en bicarbonato
amodnico 25 mM (pH 8.5) y se incubd overnight a 37 °C. Los péptidos resultantes se recogieron

para ser analizados por espectrometria de masas tipo MALDI-TOF/TOF.
5.8.2. Analisis mediante MALDI-TOF/TOF
5.8.2.1. Aplicacidon en Placa de MALDI

Se depositd 1 ul de los péptidos obtenidos de cada una de las muestras en cada pocillo
de la placa portamuestras de MALDI y se dejo secar al aire a T2 ambiente. Se afiadié 0.6 ul de
matriz (dcido a-cyano-4-hydroxy-cinnamic (Sigma) a una concentracion de 3 mg/ml en 50 %
acetonitrilo, 0.1 % de TFA) a cada una, y se dejo secar antes de introducir la placa para su analisis

en el espectrometro de masas.
5.8.2.2. Adquisicion de espectros MS

El analisis de masas se realizd en un espectrometro de masas en tandem, 4800 Plus
Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, MDS Sciex, Toronto, Canada)
equipado con un laser de Nitrégeno (Nitrogen laser diode-pumped Nd:YAD 355 nm), extraccion
retardada y reflector. El equipo operd en modo reflector positivo con un voltaje de aceleraciéon
de 20.000 V para la adquisicién de los espectros MS. Todos los espectros fueron calibrados

internamente utilizando los valores m/z conocidos de los péptidos procedentes de la autolisis
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de la tripsina. Como resultado de este primer andlisis de masas se obtuvo un espectro MS o
huella peptidica de la proteina (PMF: peptide mass fingeprint) que se utilizdé para su

identificacion contra la base de datos.

Para la confirmacién de las proteinas identificadas por PMF y/o para la busqueda de
proteinas adicionales en cada banda del gel se realizaron analisis MS/MS o fragmentacion de

péptidos.

Asi, en el espectro MS se seleccionaron péptidos precursores, con el fin de confirmar sus
secuencias de aminoacidos. Intentando que tuvieran buena sefial de intensidad y que estuvieran
separados de otros péptidos como minimo en +/- 4 Da (ventana de Masa), para poder ser
aislados, cada uno de ellos en un andlisis independiente, en una cdmara y fragmentados por
colisién con gas atmosférico (Collision Induced Disociation, CID) con el método de operacién de
1Kv ion reflector en modo positivo. Los espectros MS/MS obtenidos de cada uno de los péptidos
precursores se enfrentaron a los espectros de fragmentacion tedricos de los péptidos anotados

en las bases de datos para confirmar su secuencia y la proteina a la que pertenecen.

5.8.3. Busqueda en bases de datos

5.8.3.1. Identificacion por huella peptidica

La identificacion de las proteinas por huella peptidica se realizé con el motor de
busqueda MASCOT v 2.3 a través del software Global Protein Server (GPS) v. 3.6 (ABSCIEX),
utilizando las bases de datos de proteinas SwissProt 20170116 (553231 secuencias; 197953409
residuos) con restriccion taxondmica a “Human” (20130 secuencias). Los parametros de
busqueda fueron: carbamidometilacién de cisteinas como modificacién fija, oxidacidon de
metioninas como modificacidn variable, tolerancia de error de masa para los péptidos, 50 ppm

y hasta un punto de corte perdido permitido para la tripsina.

Las proteinas identificadas superan la puntuacién (score) que estima el algoritmo

MOWSE de MASCOT para ser estadisticamente significativa con un p < 0.05.

106



5.8.3.2. Identificacidn por huella peptidica combinada con MS/MS

Los pardmetros de busqueda fueron los mismos utilizados en la identificacién por huella
peptidica a excepcidn de la tolerancia del error para la masa del precursor que podia llegar hasta

100 ppm y la tolerancia en las masas de los fragmentos (MS/MS) de 0.3 Da.

Los péptidos fragmentados identificados superaron la puntuacién individual del ion que

determina MASCOT como significativa con un p < 0.05.
5.9. Analisis de Protedmica Dirigida: PRM

5.9.1. Preparacion de las muestras

Los péptidos procedentes de la digestién de las bandas o spots se desalaron y
concentraron mediante cromatografia de fase reversa C18 en punta (ZipTip, Merck Millipore).
Los péptidos fueron disueltos con acetonitrilo al 80 % y acido trifluoroacético 0,1 %. Finalmente,
las muestras se secaron en el Speed-vacy resuspendieron en 2 % AN, 0,1 % acido férmico, antes

del analisis Nano LC-MS/MS.
5.9.2. Identificacion de proteinas por protedmica dirigida (PRM)
5.9.2.1. Diseiio del método PRM

Se us6 Skyline (64 bits) version 4.1 para construir y optimizar el método de
monitorizacién de reaccidn en paralelo (PRM) para la deteccidn de péptidos Unicos de la enzima
DHODH, denominada PYRD en UniProt [221].La secuencia con formato FASTA de la proteina
PYRD se usé para la digestion in silico triptico (KR |P), restringiendo la prediccién de péptidos a
aquellos que varian de 8 a 25 aminodacidos de longitud y suponiendo un maximo de 1 escisién
omitida para la tripsina. Los péptidos que incluian cisteina y metionina se evitaron cuando fue
posible. Si la cisteina estaba en la secuencia peptidica, esto se consideré como carbamidometil

Cys, y en el caso de la metionina podria oxidarse o no.

Los candidatos diana para cada péptido incluyen tanto iones precursores con carga
doble o triple, asi como precursores modificados. Skyline se utilizé para predecir y optimizar las
energias de colision para cada péptido. El método resultante se exportd al software de

adquisicion del espectrometro de masas Xcalibur 4.0 (Thermo Scientific).
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Se desarrollaron métodos PRM adicionales en péptidos. Por lo tanto, se utilizd
intensidad de pico baja, resolucién de pico de baja calidad o incapacidad para identificar tres
iones de transicion en péptidos, para eliminar los péptidos candidatos de los ensayos finales. Los

métodos finales de PRM incluyeron una proteina, 49 péptidos y 112 precursores.
5.9.2.2. Cromatografia liquida y analisis de espectrometros de masas

El extracto de proteina desalada se analizd6 mediante RP-LC-ESI-MS / MS en un sistema
EASY-nLC 1000 acoplado al espectrometro de masas Q-Exact HF a través de la fuente de

pulverizacién Nano-Easy (todos de Thermo Scientific, mississagua, ON, Canada).

El péptido se cargd primero en una columna Acclaim PepMap 100 Trapping (Thermo
Scientific, 20 mm x 75 um ID, resina C18 de 3 um con tamafio de poro de 100 A) usando tampdn
A (fase movil A: 2 % de acetonitrilo, 0,1 % de acido féormico) y luego se separaron y se eluyeron
en una columna analitica de resina C18 NTCC (Nikkyo Technos Co., Ltd. de 150 mm x 75 um ID,
3 um de resina C18 con 100 A de tamafio poro) con una boquilla de pulverizacién integrada. Se
empled un gradiente de 5 % a 30 % de tampdn B (100 % de acetonitrilo, 0,1 % de acido férmico)

en tampon A en 70 min, seguido de 30 a 45 % en 15 min a un caudal constante de 250 ml / min.

La adquisicion de datos se realizd con un espectrometro de masas cuadrupolo-Orbitrap
Q-Exactivo HF Q Exact HF (Thermo Scientific). Los datos se adquirieron utilizando un voltaje de

ionizacion de 1,8 Kv y una temperatura de transferencia idnica de 250 °C.

Todos los datos fueron adquiridos usando métodos Full MS y PRM en modo positivo con
el software Xcalibur 4.1. Método completo de Ms monitorizado en un rango de m/z de 220-1600
Da con una resolucién de masa de 120,000 y un objetivo de control automdtico de ganancia
(AGC) de 3E6 a un tiempo de inyeccién maximo (ITmax) de 200 ms. EI PRM aislé los valores m/z
del péptido diana de una lista de inclusion (precursor 112 de 49 péptidos) con una ventana de 2
m/z. Los tiempos de inyeccidn se ajustaron a 100 ms para el andlisis de péptidos. Para la
exploracién MS2, se realizd6 una fragmentacion por disociacién colisional de mayor energia
(HCD) con una energia de colisidn normalizada (NCE) del 27 %; los fragmentos resueltos se

escanearon a una resolucién de masa de 60000.
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5.9.3. Analisis de datos

Los datos adquiridos en Q-EXACTIVE HF se analizaron en el software Skyline v 4.1 donde
se inspeccionaron manualmente para confirmar los péptidos y las transiciones que

proporcionaron la deteccidn precisa de péptidos / proteinas.

Los datos de MS / MS se analizaron a traves del software Proteome Discoverer v.2.2
(Thermo Scientific) con el motor de busqueda MASCOT 2.6 (MatrixScience, Londres, RU) o
SEQUEST HT para identificar los péptidos frente a la base de datos DataBase con la secuencia
fasta de proteina diana (DHODH), base de datos de contaminantes (secuencia 247) y SwissProt
DataBase con restriccidon taxondmica para humanos (553089 secuencias; 2017/02/21). Las
busquedas se realizaron asumiendo la digestién con tripsina con un maximo de 2 rupturas
omitidas; una tolerancia de masa iénica de fragmento de 0,1 Da y una tolerancia de ion de origen
de 10 ppm. Se especificd carbamidometilcisteina como modificaciéon fija y oxidacidon de

metionina como modificaciones variables.

Las identificaciones de péptidos basadas en datos de MSMS se aceptaron si podian
establecerse a mas del 95 % de IC (p<0,05) y luego se usaron en Skyline para generar una
biblioteca espectral. Los criterios de aceptacion para la identificaciéon de proteinas fueron una
tasa de descubrimientos falsos (FDR) de menos del 1 % y al menos un péptido identificado con

alta confianza (IC> 95 %).

Para confirmar la deteccidn de la proteina DHODH, los datos se procesaron frente a la
biblioteca MRM en Skyline para garantizar la coherencia entre las transiciones detectadas y las

secuencias de péptidos buscadas (Dotp).
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5.10. Método para el analisis de proteinas por citometria de flujo

5.10.1. Equipos y materiales utilizados en citometria

Para la citometria se utilizaron los siguientes reactivos: paraformaldehido 4%, PBS, de
Sigma y IC Permeabilization Buffer 5x de Invitrogen. Se utilizé la centrifuga marca Eppendorf,
MiniSpin® plus. Las muestras se analizaron en los citometros de flujo FACScan BD y Beckman

Coulter CITOMICS FC 500. Los anticuerpos primarios y secundarios se mencionan a continuacion:

Tabla 5.12. Anticuerpos citometria utilizados para la inmunodeteccién de proteinas por citometria. Mc: monoclonal;
Pc: policlonal.

Anticuerpo Especie Dilucion Proveedor
Anti-Tirosina Hidroxilasa (TH) Pc, conejo 1:200 Sigma
Anti-BllI-Tubulina (TUBB3) Pc, conejo 1 pg/ml Abcam
Alexa Fluor 488 Pc, ratén 1:1000 Molecular probe

5.10.2. Deteccion de proteinas por citometria de flujo

Tras el tratamiento de diferenciacién, las células se tripsinizaron y se lavaron con PBS.
Las células se fijaron con formaldehido al 4 % durante 15 min a 4°C. De nuevo, se volvieron a
lavar con PBS y se centrifugaron a 4500 x g durante 5 min. Posteriormente, las células se
resuspendieron en 200 ul de IC Permeabilization Buffer 5x (de Invitrogen) en donde se solubilizé
el anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios se incubaron overnight a 4 °C. Terminada la
incubacién, las muestras se lavaron con PBS y se centrifugaron a 4500 x g durante 5 min. El
anticuerpo secundario se resuspendié de igual forma que el anticuerpo primario y se incubé a
temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora, protegido de la luz. Tras la hora, se
lavaron con PBS y se centrifugaron a 4500 x g durante 5 min. Al finalizar se resuspendieron en
un volumen de PBS y se analizaron por citometria de flujo. Se utilizé el canal FL1. Los resultados

obtenidos por citometria se analizaron utilizando el programa informatico Weasel.
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5.11. Consumo de oxigeno

5.11.1. En células intactas

El consumo de oxigeno se midid con un oxigrafo de alta resolucidn (Oroboros®),

asociado al software DatlLab utilizado para la adquisicién y analisis de datos.

Para esta técnica se partid de células con una confluencia del 80 %, que se tripsinizaron
y centrifugaron a 378 x g durante 5 min. A continuacidn, se contaron y el pellet celular obtenido
se diluyd de tal forma que en 2 ml (volumen introducido en la cdmara de medida) hubiera 1 x
10° células por ml. Después de introducir la muestra, se cerré la cdmara, y una vez que se
estabilizo el flujo se obtuvo la denominada respiracién endégena o de rutina. Seguidamente, se
fue afiadiendo concentraciones crecientes de los diferentes toxicos empleados para poder
analizar su efecto en el consumo de oxigeno. Una vez titulada la droga, se afiadié KCN para

asegurarse que el consumo de oxigeno provenia de la ETC (Figura 5.4).

Para una correcta determinacién del consumo de oxigeno las pruebas deben realizarse
en al menos tres experimentos independientes y alternarse las cdmaras de medida para evitar

errores que derivaren de la variacion de las mismas.
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Figura 5.4. Grafica de consumo de oxigeno durante la titulacién de FCCP utilizando un oxigrafo de alta resolucion
Oroboros® Oxygraph-2k. Imagen del consumo de oxigeno de células SH-SY5Y. Linea azul: concentracion de oxigeno.
Linea roja: flujo de oxigeno en la cdmara.
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5.11.2. En tejido cerebral

5.11.2.1. Preparacion de las muestras

El cerebro extraido se conservé en medio BIOPS (50 mM K*-MES, 20 mM taurina, 0,5
mM ditiotreitol, 6,56 mM MgCl,, 5,77 mM ATP, 15 mM fosfocreatina, 20 mM imidazol, 10 mM
Ca-EGTA buffer (2,77 mM CaK,EGTA + 7,23 mM K,EGTA) a pH 7.1), hasta su utilizacion. Se realizé
el pesaje del tejido en peso hiumedo. Las muestras se homogenizaron en el potter 16 veces a
1000 revoluciones [136], en una proporcion de 100 mg de tejido por ml de Medio de respiracion
mitocondrial (MIR05): 110 mM sacarosa, 60 mM K*-lactobionato, 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl,,
20 mM taurina, 10 mM KH,PQO4, 20 mM HEPES y 1 g/I BSA a pH 7.1.

Debido a la naturaleza del tejido, esté solo mantiene sus caracteristicas durante una
hora, por lo que los experimentos se realizaron inmediatamente después de la extraccion de la

muestra.

5.11.2.2. Respiracion

Una vez homogenizadas las muestras se realizd una medida del consumo para
asegurarse que el procedimiento de extraccién era el adecuado. Para ello, se cargd 10 mg de
tejido por ml de medio en cada cdmara y se observo si la respiracion aumentaba al afiadir una
concentracién de 100 puM de succinato (las células estaban lisadas correctamente) y si se
mantenia con una concentracion de 15 pM de citocromo C (las membranas mitocondriales

estaban intactas) [222].

Para el consumo de oxigeno en presencia de dihidroorotato, al medio MIRO5 se le afiadio
2 mg de 4cido dihidroorotico (6,3 mM) y se ajustd el pH a 7. Tras pesar y homogenizar la muestra,
se resuspendié parte en medio MIRO5 normal y parte en el MIRO5 + dihidroorotato. Para

observar la inhibicién del consumo de O, se afiadié 1 mM de leflunomida.
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5.12. Histoquimica

5.12.1. Preparacion de las muestras

Para la realizacidn de histoquimicas se partid de tejido cerebral congelado. Se cred el
bloque de OCT orientando la muestra en el sentido que nos interese en cada caso (corte coronal

en este caso).

Los cortes se realizaron en el criostato, previamente enfriado, y se conservaron a -80 °C.
El tamafio del corte dependié de la tincidn que se vaya a realizar. Las muestras se atemperaron

durante una hora antes de la realizacién de cualquier tincidn.
5.12.2. Tinciéon Hematoxilina-Eosina

Previamente, antes de llevar a cabo la tincidén histoquimica de la enzima a estudiar, se
comprobd que el proceso de congelacién fue el correcto, observandose la estructural de tejido

mediante la tincion de hematoxilina-eosina.
En este caso los cortes de tejido se realizan en 5, 10 y 20 um.
5.12.2.1. Materiales y reactivos

Para la realizacién de la tincidn se utilizé hematoxilina de Carazzi (hemotixilina 0,1 %,
iodato potdsico 0,02 %, alumbre potasico 5 %, glicerina 5x), eosina amarillenta al 1 %, alcoholes

a 60°,96° y 100°, xilol y medio de montaje no acuoso (DPX Mountant for histology de Sigma).
5.12.2.2. Tincién

Una vez atemperadas las muestras, se realizd en primer lugar, una hidratacién gradual
a los cortes, pasandolos por los distintos grados de alcohol (2 lavados de 5 min de 100°, 2 de 96°
y uno de 60°). Tras la hidratacion del tejido, éste se lavé durante 5 min con el agua corriendo y
se tifd con hematoxilina 10 min. De nuevo, se volvio a lavar con agua corriendo hasta que ésta
perdiera el color. La tincién con eosina fue de 10 s. Una vez teflido con ambos colorantes, los
cortes fueron lavados brevemente con agua y se les aplicd el proceso de deshidratacion,
pasando por los alcoholes anteriores, pero en sentido contrario. Ademas, se afiadi6 al final, un

lavado en xilol para después montar la preparacion.
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5.12.3. Histoquimica DHODH

Parala HQ de DHODH se empleé cerebro de ratdn hembra de 71 dias de edad, congelado

con OCT y conservado a -80 °C. Los cortes que se realizaron fueron de 20 um.
5.12.3.1. Materiales y reactivos

Se empled tampdn fosfato potdsico 150 mM a pH 8, nitroblue tetrazolium 0,02 M,
cianuro potasico 0,01 M, acido L-dihidroordtico (L-DHO) 0,02 M y brequinar 0,001 M (ambos de
Sigma). De nuevo se empled alcoholes, esta vez a 70°, 96° y 100°, xilol y medio de montaje no

daCuo0so.
5.12.3.2. Tincidn

En primer lugar, se prepararon dos soluciones diferentes. La solucidn A, con tampdn
fosfato, nitroblue tetrazolium y KCN, y la solucién B, con lo mismo que la anterior mas el
inhibidor de la enzima (brequinar). Estas se emplearon para preparar las soluciones tanto para
el control negativo (solo solucién A), la tincion de DHODH (solucién A mas L-DHO) como la

tincién de DHODH mas inhibidor (solucién B mas L-DHO).

Los cortes se incubaron con sus diferentes soluciones en una camara humeda a 37 °C
durante 2 horas. Tras la incubacidn se lavaron 1 min con tampdn fostato, otro con agua
destilada, y por ultimo se hicieron pases de 2 min por alcohol de 70°, 96° y 100°, y xilol, para

seguidamente montar las preparaciones con medio no acuoso.
5.13. Inmunohistoquimica

5.13.1. Preparacion de las muestras

Para el caso de las inmunohistoquimicas (IHQ) se utilizaron cortes de tejido humano

parafinados, enviados por el Instituto.

Antes de proceder a la IHQ las muestras fueron atemperadas a 37 °C durante toda la

noche.
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5.13.2. Material y reactivos

Se empled un sistema automatizado en el instrumento Autostainer Link, todos los
reactivos pertenecian a Dako, a excepcion de los anticuerpos primarios utilizados. Ademas de

alcoholes a 70°, 96° y 100°, xilol y medio de montaje no acuoso.

Tabla 5.13. Anticuerpos primarios IHQ. Mc: mococlonal; Pc: policlonal.

Anticuerpo Especie Dilucion Proveedor
Anti-DHODH Mc, ratén 1:50 Abcam
Anti-CAD Pc, conejo 1:200 Abcam

5.13.3. Tincidn

Previamente, las muestras se desparafinaron con xilol (10 min), se rehidrataron con
lavados de 5 min en una serie de alcoholes (100, 100, 96 y 70) y se lavaron 5 min con agua
destilada. Tras la rehidratacion, se realizd la recuperacion antigénica a 95 °C durante 20 min un

pH de 6 (Dako antiger retrieval, low/high pH), antes de comenzar con el protocolo automatizado.

En este proceso, se bloqued la peroxidasa endégena de las muestras (EnVision FLEX
Peroxidase-Blocking) y se realizaron dos lavados de 5 min (Dako wash buffer). Una vez
bloqueada, se incubaron los cortes con el anticuerpo primario durante 1 h (Tabla 5.13). Tras la
incubacidn, se repitieron los lavados y se afiadid el sistema de visualizacién de amplificacién de
sefial FLEX (Envision Flex HRP, Dako). De nuevo, se realizaron lavados (3 lavados de 5 min), y se
empled 3,3'-Diaminobenzidina (DAB) para el desarrollo de la sefial tras la precipitacion en los

sitios de unidn del anticuerpo primario.

5.14. Inmunofluorescencia en cultivos celulares

Las células en cultivo se lavaron con PBS y fijaron con una solucidn de paraformaldehido
al 4 % 15 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se lavaron con PBS y
permeabilizaron con el detergente Tritdn X-100 al 0,1 % 10 min a temperatura ambiente. A
continuacidn, se bloquearon las uniones inespecificas con una solucion de BSA al 0,1 %, 15 min

a temperatura ambiente.
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El anticuerpo primario, diluido en la solucién de bloqueo a la concentracion deseada, se
incubé una hora a temperatura ambiente o toda la noche. El anticuerpo secundario se diluyé
1:1.000 en la solucidon de bloqueo y se incubd durante 30 min temperatura ambiente. Por ultimo
las células se dejaron con PBS al que se le afadié DAPI, para teiiir los nucleos, a una
concentracién 1:1000 y se visualizaron a través de la estacidon de imagen EVOS® FLoid®Cell
Imaging Station de ThermoFisher Scientific. Esta permite la captacién de imagenes celulares en
tres colores de fluorescencia (azul, verde y rojo) de forma rapida y sencilla. El sistema permite

tomar las imagenes de la propia placa de cultivo, incluso de células vivas.

En todos los casos se llevé a cabo paralelamente un control de anticuerpo secundario
(mismo procedimiento, pero sin la incubacién con anticuerpo primario) para descartar la

existencia de uniones inespecificas con el mismo.

5.15. Bases de datos

Durante la realizacidn de la tesis se emplearon distintas bases de datos con las que se
contrastaron los resultados obtenidos. A nivel general se consulté la base de datos Expression
Atlas, y para datos sélo humanos The Human Protein Atlas. También se utilizé el motor de

busqueda Pubmed.

5.16. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realizé con el programa STATVIEW version 6.0
y GraphPad Prism versién 5. Varios parametros estadisticos han sido considerados durante la
realizacion de este trabajo. En primer lugar, se realizé un analisis de la normalidad de todas las
variables estudiadas. De este modo las variables no normales fueron sometidas a las pruebas no
paramétricas de Mann Withney o Kruskal-Wallis en funcién de si se trataba de dos o mas grupos
de variables. Las variables normales fueron comparadas con test t-student desapareado de dos
colas o ANOVA, si se trataban de dos o mas grupos de variables respectivamente. Cuando se
analizd mas de 2 grupos de variables también se realizaron las pruebas Post Hoc
correspondientes a cada caso: Dunn para las variables no paramétricas y Scheffer (con grupos
homogéneos). Los valores representados fueron los de las medias + su desviacion estandar en
los diagramas de puntos y las graficas de barras; y los valores maximo y minimo, ademas de los
tres cuartiles para los diagramas de cajas. Se consideré significativo una p menor de 0,05 y el

determinado por cada una de las pruebas Post Hoc en particular.
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ANEXO |

-Analisis por protedmica dirigida de la banda obtenida del Western blot para la linea

celular SH-SY5Y

Analisis mediante protedmica dirigida de la banda recortada del gel del Western blot de
DHODH en la muestra de la linea celular SH-SY5Y. Péptidos identificados de la proteina con su

correspondiente espectro de fragmentacion.

FTSLGLLPR (Secuencia de aminodcidos del 70-78)

10123 7075 thex
)
Targets
a) Repheater 1201231707 SH
| =-% oUINIFIRD_HUMAN
ﬂ s 9, AFTSLGLLPRALER 58]

251+ park S8

k21

erk 112
e

4 + AT
| ¥

» )

)

¥ 4 ~ 0.\

{24
o LB 50850 vore Q)

ntaraity {10°3)

MSMS

o ()

s



TSVDAAEDYAEGVR (Secuencia de aminoacidos del
196-209)

N3 7OTSH 1hex
5000

K TSVDAAEDYAEGVR V105, 156)

e A, TALA3900 iotn D §)

amp 4+ o &, B8 93842140 gank 1Y
o A DIy7- 8083788+ frank 211

- @A Y 8- 594,355 yark 3)[4)

- o A Elyd)-450,2514« rerk 615

o - w Ay G [y3]- 3312088+ frank 53]

ntmnasty

= 200 +

0 -

@0 A RLU |

MSMS

ro

50 4
¥ vk 3y |

et 115

‘0 wirens s
¥ e B

30

"
| |
.lu,w‘-'l ‘i | | | | ] |
| | | Ui i |
o i + | | Ml b | 1 A |

1 Ly
oo 200 00 AU HOo oo 700 oo woo 1000
—




VPIGVGGVSSGQDALEK
336-353)

WA 10 I e
07 -
IR R VPIIGVGEUSSGDALEK I [326. 343]
20 @ Ny 9634727++ idotp 0.57)
| e 549-534 476 ek 201)
] # ow Ay S 8- 8474156+ fank 371
r - @ A GYT-T50.30%6+4)
| o Ay Aly4]- 4602786+ fank 1)
z ; | - a Ay LE3- 3892055 park ¢i6]
% 0 , P17 81393850+
i
10) + |
e A A
0 K3
o0 4
" MSMS |
“h q
% i
i | PRI
o0 ER RO ) l } |
>0 | ' i.l ‘ | I | 1
: 100 200 200 400 S00 (S o0 woo w00 1000

(Secuencia de aminoacidos del






ANEXO Il

-Analisis por protedmica dirigida de la banda obtenida de la muestra de cerebro

humano tras la separacion electroforética bidimensional

Tras un primer analisis de la muestra se eliminan aquellos péptidos de la proteina
DHODH, con sus transiciones, que no son detectados. Se seleccidn, de este modo, los péptidos
con alguna evidencia de su presencia en nuestra muestra. De cada uno de estos péptidos se
detectan al menos 4 transiciones. Sin embargo, en la mayoria de los casos, las transiciones no

son consecutivas (se suelen incluir tres consecutivas) ni las esperadas con mayor intensidad.

Precursores y transiciones para el analisis de protedmica dirigida de DHODH en cerebro:
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Aunque cromatograficamente hay alguna evidencia, ya que algunas transciones co-
eluyen coincidiendo con la masa de sus péptidos precursores, pudiendo pertenecer, de este
modo, a la proteina DHODH, su secuencia no estd confirmada por fragmentacidn. Y en ningln
caso la concordancia entre los espectros MSMS de la libreria con la que la comparamos (NIST

HUMAN) vy las transiciones superan el 65 %.

Perfil cromatografico para el péptido FTSLGLLPR de la proteina DHODH (PYRD_HUMAN)

en corteza entorrinal:
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Perfil cromatografico para los péptidos VFRLPEDQAVINR y YGFNSNGLSVVEHR de la
proteina DHODH (PYRD_HUMAN) en corteza entorrinal.
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Perfil cromatografico para los péptidos SLQGKAELR y VLQERDGLR de la proteina DHODH
(PYRD_HUMAN) en corteza entorrinal.
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Perfil cromatografico para los péptidos VHRPAVLVKIAPDLTSQDK y EDIASVVK de la
proteina DHODH (PYRD_HUMAN) en corteza entorrinal.
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ANEXO Il

Muestras de RNA de cerebro facilitadas por el Instituto de Investigacion Biomédica de

Bellvitge (IDIBELL), Hospital Universitario de Bellvitge.

Control B004 52 M 03 h 00 min Control
B00O5 50 F 14 h 30 min Control

B006 50 M 17 h 15 min Control

B00O7 48 F 04 h 00 min Control

B008 54 F 06 h 45 min Control

B0O10 52 F 05 h 45 min Control

BO11 57 M 05 h 20 min Control

BO12 41 M 11 h 35 min Control

BO17 51 F 04 h 00 min Control

AD, B028 58 M 08 h 00 min AD-I/A
Braak & B032 66 M 05 h 45 min AD-I1/0
Braak I/l B039 55 F 09 h 30 min AD-I1/0
B046 55 M 09 h 45 min AD-I1/0

B0O59 78 M 12 h 00 min AD-11/0

BO61 72 F 04 h 00 min AD-I1/0

B086 68 F 04 h 30 min AD-II/A

B095 69 M 03 h 45 min AD-II/A

B0O77 80 M 04 h 20 min AD-ll1/?

AD, B072 77 M 04 h 10 min AD-Il/0
Braak & B100 82 F 03 h 05 min AD-lII/A
Braak IlI/1V B074 65 F 04 h 10 min AD-lIl/B
B079 90 F 04 h 00 min AD-lIl/B

B097 81 F 16 h 45 min AD-lIl/B

B099 79 F 03 h 40 min AD-lIl/B

B113 99 F 05 h 00 min AD-1V/B

AD, B117 74 M 22 h 15 min AD-V/C
Braak & B118 86 F 09 h 00 min AD-V/C
Braak V/VI B124 75 M 08 h 15 min AD-VI/C
B128 82 M 05 h 00 min AD-VI/C

xiii



Control B0OO3 40 M 05 h 10 min Control
BO0O4 52 M 03 h 00 min Control
B0OO6 50 M 17 h 15 min Control
B0O7 48 F 04 h 00 min Control
B0OO8 54 F 06 h 45 min Control
B009 52 M 04 h 40 min Control
B010 52 F 05 h 45 min Control
B012 41 M 11 h 35 min Control
BO13 60 F 11 h 30 min Control
B0O15 35 M 17 h 00 min Control
BO16 59 M 08 h 30 min Control
BO17 51 F 04 h 00 min Control
B019 54 M 08 h 45 min Control
AD, Braak & B032 66 M 05 h 45 min AD-Il/0
Braak I/1I B0O39 55 F 09 h 30 min AD-Il/0
B046 55 M 09 h 45 min AD-1I/0
B0O59 78 M 12 h 00 min AD-Il/0
B027 71 M 05 h 15 min AD-II/A
B044 66 M 14 h 00 min AD-II/A
B045
B049 69 M 03 h 45 min AD-II/A
AD, B0O76 80 M 04 h 20 min AD-IlI/?
Braak & B072 77 M 04 h 10 min AD-III/0
Braak IlI/1V B083 79 F 03 h 35 min AD-IIl/0
B089 82 F 03 h 05 min AD-IlI/A
B074 65 F 04 h 10 min AD-lIl/B
B079 90 F 04 h 00 min AD-lIl/B
B094 76 F 03 h 50 min AD-I1I/B
B097 79 F 03 h 40 min AD-lIl/B
B099 99 F 05 h 00 min AD-IV/B
B105 89 M 03 h 20 min AD-IV/B
AD, B112 89 F 08 h 50 min AD-V/C
Braak & B113 86 F 09 h 00 min AD-V/C
Braak V/VI B115 92 M 07 h 45 min AD-V/C
B116 84 F 07 h 45 min AD-VI/C
B117 82 M 05 h 00 min AD-VI/C
B119
B124 75 M 08 h 15 min AD-VI/C

Xiv



Control B002 44 M 06 h 40 min Control
B004 52 M 03 h 00 min Control

B0O06 50 M 17 h 15 min Control

B009 52 M 04 h 40 min Control

B0O10 52 F 05 h 45 min Control

B012 41 M 11 h 35 min Control

B013 60 F 11 h 30 min Control

BO16 59 M 08 h 30 min Control

B017 51 F 04 h 00 min Control

B018 54 F 08 h 00 min Control

B020 48 F 14 h 30 min Control

AD, B023 57 F 5 h 00 min AD-1/0
Braak & B025 56 M 7 h 10 min AD-1/0
Braak I/11 BO35 64 M 04 h 35 min AD-I/?
B036 65 M 16 h 25 min AD-1/0

B0O37 58 M 10 h 45 min AD-1/0

B038 61 M 12 h 00 min AD-1/0

B041 63 M 3 h 50 min AD-I/A

B043 73 M 07 h 05 min AD-1/0

B047 56 F 08 h 00 min AD-I/A

B0O50 64 M 8 h 35 min AD-1/0

BO51 67 M 14 h 40 min AD-1/0

B053 73 F 15 h 45 min AD-1/0

B055 70 M 02 h 00 min AD-I/A

B056 58 M 8 h 05 min AD-1/0

B057 61 M 04 h 30 min AD-1/?

B024 66 M 4 h 55 min AD-II/A

B042 75 M 7 h 30 min AD-11/0

B045 68 F 04 h 30 min AD-II/A

B048 57 M 04 h 30 min AD-11/0

B052 86 M 5h 35 min AD-II/A

B060 53 M 4 h 20 min AD-II/0

B062 60 M 02 h 35 min AD-II/A

AD, B069 78 F 06 h 00 min AD-III/A
Braak & B073 83 F 9 h 10 min AD-I11/0
Braak llI/IV B076 64 M 6 h 00 min AD-III/A
B079 90 F 04 h 00 min AD-IlI/B

B082 82 M 12 h 30 min AD-IlI/B

B081 79 F 5h 45 min AD-IlI/B

B084 77 M 13 h 45 min AD-Ill/C

B085 73 M 04 h 15 min AD-III/0

B087 68 F 4 h 45 min AD-lII/A

B101 75 M 03 h 25 min AD-III/B

B102 76 M 06 h 00 min AD-III/B

B064 81 F 12 h 00 min AD-IV/C

B066 74 M 04 h 45 min AD-1V/B
B098 79 M 18 h 00 min AD-IV/A

B105 89 M 03 h 20 min AD-1V/B
B107 77 M 19 h 00 min AD-IV/A
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Control B0OO1 66 F 4 h 15 min Control
B002 44 M 06 h 40 min Control
B006 50 M 17 h 15 min Control
B0OO7 48 F 04 h 00 min Control
B0O09 52 M 04 h 40 min Control
B010 52 F 05 h 45 min Control
BO11 57 M 05 h 20 min Control
B014 47 M 10 h 25 min Control
B017 51 F 04 h 00 min Control
B019 54 M 08 h 45 min Control
AD, B021 77 F 3 h 15 min AD 11/0
Braak & B022 79 M 4 h 15 min AD 11/0
Braak I/11 B026 83 M 4 h 30 min AD 11/0
B029 86 F 4 h 15 min AD II/A
B030 79 F 3 h 35 min AD 1/0
B031 85 M 3 h 45 min AD II/A
B033 77 M 2 h 55 min AD 11/0
B034 79 F 6 h 25 min AD I/A
B040 66 M 9 h 45 min AD I/A
B0O46 55 M 09 h 45 min AD 11/0
B048 57 M 04 h 30 min AD 11/0
B0O54 80 M 3 h30min AD II/B
B0O63 83 M 18 h 00 min AD III/A
AD, BO65 77 F 11 h 30 min AD III/A
Braak & B0O68 81 M 4 h 00 min AD IlI/0
Braak IlI/IV B0O71 82 M 3 h 45 min AD III/A
BO75 69 M 13 h 10 min AD IlI/0
B0O77 80 M 4 h 20 min AD 1lI/0
B0O78 67 F 6 h 10 min AD llI/C
B0O79 90 F 4 h 00 min AD llI/B
B083 79 F 3 h 35 min AD 1lI/0
B093 77 M 5 h 40 min AD llI/A
B096 82 F 04 h 50 min AD llI/A
B100 82 F 03 h 05 min AD llI/A
B101 75 M 3 h 25 min AD-III/B
B104 79 M 4 h 15 min AD IV/B
AD, B108 85 F 18 h 15 min AD V/C
Braak & B109 93 M 3 h 00 min AD V/C
Braak V/VI B110 82 M 03 h 45 min AD V/C
B111 67 F 08 h 00 min AD VI/C
B115 92 M 7 h 45 min AD-V/C
B117 82 M 5 h 00 min AD-VI/C
B120 87 F 5h 15 min AD V/C
B121 93 F 6 h 00 min AD V-VI/?
B122 80 M 6 h 30 min AD V-VI/?
B123 84 M 5 h 00 min AD V-VI/?
B124 85 F 5h 45 min AD-VI/C
B125 61 M 8 h 15 min AD V-VI/?
B126 63 M 8 h 00 min AD V-VI/?
B127 75 M 6 h 40 min AD V-VI/?
B129 85 F 5 h 00 min AD V-VI/?
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