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Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) cursa, entre otras cosas, con un
hipometabolismo de la glucosa en el cerebro. Esta anomalia del metabolismo
de la glucosa se manifiesta décadas antes de la aparicion de sintomas y
marcas histopatologicas caracteristicas de la enfermedad. Llegar a descifrar el
nexo entre el metabolismo de la glucosa en el cerebro con la muerte neuronal
podria ser clave para entender la progresion de la neurodegeneracion y

especialmente la EA.

A este respecto, cabe destacar la relacion funcional entre los diferentes linajes
celulares presentes en el cerebro y particularmente la relacion entre astrocitos
y neuronas. Los astrocitos son las células que abastecen de energia a las
neuronas, ademas de transferir derivados de la glucosa proveniente del
torrente circulatorio poseen el mayor almacén de glucégeno en el cerebro y
cuya movilizacion también se traduce en transferencia de derivados de glucosa
a la neurona. Los astrocitos en presencia de ABi-42 oligomérico cambian su
funcionalidad, traduciéndose en una afectacion negativa para la biologia de las

neuronas del sistema nervioso central.

Considerando el papel clave del péptido AB1-42 en la fisiopatologia de la EA, en
general, y en el metabolismo de la glucosa en particular, nosotros hemos
investigado el papel del péptido AB1-42 en el eje de sefializacion intracelular
Racl/PYGM/glucogeno en astrocitos. Hemos observado que este eje de
sefializacion gobierna la ruta de la biosintética de hexosaminas con objeto de
mediar modificaciones postraduccionales por O-GIcNAcilaciones de
determinadas proteinas y estas O-GIcNAcilaciones alteran la funcion de estas

como es el caso del receptor de LPA isoformal (LPARL).
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Introduccion

Las respuestas bioldgicas de una célula son el resultado del procesamiento de
los mensajes que reciben de forma constante. Entre algunas de ellas, se
encuentran la activacion de la maquinaria de sintesis y de transporte de
moléculas, la supervivencia, la muerte, la proliferacion o la motilidad celular.
Los mensajes o sefiales quimicas llegan a las células por medio de moléculas
mensajeras (factores de crecimiento, hormonas, péptidos e iones) y, para que
éstas los transmitan, primero se tienen que unir a receptores especificos. El
resultado de esta unidén permite la transduccion de la sefial recibida a través de
moléculas efectoras, generalmente intracelulares. El conjunto de todas estas
moléculas constituyen las redes de sefializacion celular (Berridge 2012), cuyo

fin altimo es transformar el mensaje recibido en una respuesta bioldgica.

Unas de las moléculas clave en la sefalizacion intracelular son las pequefias
GTPasas de la superfamilia Ras. Estas proteinas controlan procesos tan
importantes para la biologia celular como la supervivencia, la proliferacion, la
diferenciacion o la apoptosis (Goitre et al. 2014; Song et al. 2019). Su
desregulacion ocasiona cambios importantes en las redes de sefalizacion
celular, alterando las respuestas bioldgicas y derivando en patologias como el
cancer (Aspenstrom 2018), enfermedades vasculares (Strassheim et al 2019)
y/o neurodegenerativas (Arrazola Sastre et al. 2020; Arrazola Sastre et al.
2021)

Entre las enfermedades neurodegenerativas donde las redes de sefalizacién
controladas por las GTPasas de la superfamilia Ras estan claramente
desreguladas, se encuentra la Enfermedad de Alzheimer (EA) (Arrazola Sastre
et al. 2020; Arrazola Sastre et al. 2021). Descifrar como participan las GTPasas
de la superfamilia Ras y sus moléculas efectoras en las redes de sefializacion
tanto de las neuronas como de las células de la glia es clave para entender el
mecanismo biolégico que promueve los procesos neurodegenerativos, incluida
la EA.

1. GTPasas de la superfamilia Ras.
Las GTPasas de la superfamilia Ras se clasifican en cinco grandes familias:

Ras, Rho, Rab, Arf y Ran, las cuales se caracterizan por tener funciones
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especificas aunque también se coordinan entre ellas. Asi, las GTPasas de la
familia Ras, la cual da el nombre a la superfamilia, estd implicada en la
expresion génica, el metabolismo, el crecimiento, y la proliferacion celular; las
GTPasas de la familia Rho estan especializadas en el control del citoesqueleto
de actina y regulan, en cooperacion con Ras, el ciclo celular, la expresion
génica y procesos de transformacién; las GTPasas de la familia Rab regulan el
trafico vesicular y de membrana; las GTPasas de la familia Arf participan en la
biogénesis vesicular, transporte intracelular y remodelacion de la actina; y las
GTPasas de la familia Ran regulan el transporte nucleocitoplasmético durante
las fases G1, S y G2 del ciclo celular y también la organizacion de los
microtubulos durante la fase de mitosis (Wennerberg, Rossman, and Der 2005;
Goitre et al. 2014, Song et al. 2019).

Todas ellas son monoméricas y de pequefio tamafio (20-30kDa) presentando a
su vez una alta homologia de secuencia. Funcionan como interruptores
moleculares que conectan las sefales extracelulares con las intracelulares,
regulando asi las respuestas celulares (Goitre et al. 2014; Song et al. 2019).
Por ejemplo, la GTPasa Ras promueve la activacion de sus principales
moléculas efectoras: las quinasas Raf, las cuales a su vez, activan a las
MAPKSs quienes tienen mas de 70 moléculas efectoras, incluyendo factores de
transcripcion, proteinas del citoesqueleto, proteinas sefalizadoras y receptores
(Roux and Blenis 2004; Kolch 2005). Ademés, Ras puede coordinar las
respuestas dependientes de MAPK con el control de otras respuestas
biolégicas como, por ejemplo, el metabolismo del glucégeno en linfocitos T
(Llavero et al. 2019).

El proceso por el cuél las GTPasas de la superfamilia Ras pasan de un estado
inactivo (cargadas con GDP) a otro activo (cargadas con GTP), y viceversa, se
le conoce como el ciclo de las GTPasas (Figura 1). Es un proceso dinamico
controlado por tres tipos de proteinas reguladoras: factores intercambiadores
de nucledtidos de guanina (GEFs: Guanine nucleotide Exchange factors),
proteinas activadoras de las GTPasas (GAPs: GTPases Activating Proteins) e
inhibidores de la disociacion de GDP (GDI: GDP-Dissociation Inhibitors). Los
GEFs catalizan el intercambio de GDP por GTP, interviniendo en la activacion

de las GTPasas. Los GAPs intervienen en la inactivacién de las GTPasas ya
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que estimulan la actividad GTPasa intrinseca de las GTPasas, generando
fosfato inorganico (Pi) y GDP. Por ultimo, los GDI impiden la disociacion del
GDP de la GTPasa, manteniéndola secuestrada e inactiva en el citosol
(Bustelo, Sauzeau, and Berenjeno 2007; Johnson and Chen 2012; Song et al.
2019; Arrazola Sastre et al. 2020; Arrazola Sastre et al. 2021).

PAK  PYGM p67P"™*

{

Respuestas biologicas

Figura 1. Ciclo de activacion y desactivacion de las GTPasas de la superfamilia
Ras. La activacion de los GEF cataliza el intercambio de GDP por GTP de las
GTPasas. Las GTPasas activas (GTPasa-GTP) interactian con moléculas efectoras,
como por ejemplo PAK, PYGM y p67P", y median las respuestas bioldgicas a la sefial
recibida. A su vez, los GAP estimulan la actividad intrinseca de las GTPasas
promoviendo la conversion de GTP hacia GDP, volviendo a quedar en un estado
inactivo (Arrazola et al 2020).

Ademas, la actividad de las GTPasas de la superfamilia Ras también se regula
por modificaciones postrasduccionales (PTM). Estas PTMs anclan a las
GTPasas a las membranas celulares y, en algunos casos, incluso pueden

modular el intercambio entre GTP y GDP. Las PTMs que pueden sufrir las
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GTPasas son: la farnesilacion/geranilgeranilacion irreversible en el motivo
CAAX C-terminal, protedlisis y metilacion, la palmitoilacion reversible y
modificaciones condicionales que incluyen la fosforilacion, la isomerizacion
peptidil-prolil, la ubiquitinazion, la nitrosilazion, la ribosilacion ADP y la O-
GlcNAcilacion (Goitre et al. 2014; Wu et al. 2018; Osaka et al. 2021).

1.1. GTPasas de la familia Rho.

Centrandonos en las GTPasas de la familia Rho, éstas forman un grupo
numeroso de proteinas, siendo 23 loci diferentes los que pueden generar al
menos 26 proteinas debido a los eventos de procesamiento o de splicing
alternativo. Su estructura primaria se encuentra conservada, siendo un 50-50%
homologas entre si (van Dam, Bos, and Snel 2011; Rojas et al. 2012; Murali
and Rajalingam 2014; Xie et al. 2017) y se dividen en 8 subfamilias en funcion
de la identidad de secuencia aminoacidica, de motivos estructurales y de
funcién bioldgica (Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoBTB, RhoH, RhoUV y RhoDF)
(Murali and Rajalingam 2014). Las GTPasas de la familia Rho mejor
caracterizadas tanto desde un punto de vista estructural como funcional son
RhoA, Rac y Cdc42 (Song et al. 2019).

1.1.1. Funciones de las GTPasas de la familia Rho.

Las GTPasas de esta familia estdn especializadas en la regulacion del
citoesqueleto de actina, implicando una variedad de procesos biolégicos como
la migracion, la fagocitosis, la endocitosis, la morfogénesis y la citoquinesis
(Bishop and Hall 2000; Warner, Wilson, and Caswell 2019).

En todos estos procesos, es esencial la cooperacién entre GTPasas de esta
misma familia. Asi, con el fin de que una célula migre hacia una direccion en
respuesta a un estimulo, la célula debe primero posicionarse para
seguidamente moverse hacia la direccion determinada, para ello desarrolla
nuevas protuberancias mediante la modulacion del citoesqueleto de actina con
el fin de formar nuevas uniones al substrato donde estan ancladas y contraer
asi el citoesqueleto de actina-miosina en el cuerpo celular. Estos procesos se
controlan de forma coordinada por las GTPasas RhoA, Rac y Cdc42,
respectivamente (Raftopoulou and Hall 2004), detectandose pools de RhoA y

Rac en diferentes localizaciones celulares y encontrandose el pico de actividad
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de ambas GTPasas en distintos puntos temporales durante la migracién celular

(Nguyen, Kholodenko, and von Kriegsheim 2018).

Otro ejemplo de la modulacién del citoesqueleto de actina via las GTPasas de
la familia Rho, se encuentra en la morfologia celular. En el caso concreto de los
astrocitos, la actividad de las GTPasas Rho es determinante para su
morfologia. En cultivo, los astrocitos, bajo ciertos estimulos, como por ejemplo
el péptido APzs3s 0 el segundo mensajero, CAMP (Salinero et al. 1997;
Ramakers and Moolenaar 1998), pueden adoptar una forma estrellada y
ramificada la cual se denomina stellation (Schiweck, Eickholt, and Murk 2018).

Este fendbmeno estéa altamente regulado por RhoA y Racl (Zeug et al. 2018).

A pesar de estar especializadas en la regulacion del citoesqueleto de la célula,
las GTPasas de la familia Rho también estan implicadas en la regulacién de
otros procesos. De hecho, Abo y col describieron que Racl actuaba como un
regulador alostérico del complejo enzimatico NOX (NADPH oxidasa), y
posteriormente, Diekmann y col desvelaron que Racl interactuaba con p67P"x,
un componente citosolico del complejo NOX que se recluta a la membrana
durante el proceso de activacion de NOX (Abo et al. 1991; Diekmann et al.
1994). En el contexto de la Enfermedad de Alzheimer, Racl controla la
sefalizacion de NOX y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
promoviendo las siguientes respuestas a largo plazo: aumento de la expresion
de NOX2, maduracién de la ITGB1 y sobreexpresion de GFAP (Wyssenbach et
al. 2016).

Las GTPasas de la familia Rho también controlan rutas de transduccion de
seflales que regulan la transcripcion de genes. Por ejemplo, RhoA activa al
factor de transcripcibn SRF (Serum response factor), mientras que Rac y
Cdc42 activan rutas de sefalizacion celular que controlan a JNK (quinasa c-
Jun N-terminal) y a p38MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Hall 2012).

Finalmente, las GTPasas de la familia Rho también controlan el metabolismo
del glucégeno, aparentemente sin necesidad de reoriganizar el citoesqueleto
de actina. Una de las moléculas efectoras de la GTPasa Racl es la isoforma
muscular de la glucdgeno fosforilasa (PYGM o miofosforilasa). La activacion de

Racl permite su interaccién con ella, provocandole un cambio conformacional y

24



Su consecuente activacion, que sirve para conectar el metabolismo del
glucogeno con la migracién y la proliferacion de los linfocitos T (Arrizabalaga et
al. 2012).

1.1.1. Regulacién de las GTPasas de la familia Rho.

De la misma forma que la mayoria de las GTPasas de la superfamilia Ras, la
transicion de las GTPasas de la familia Rho entre el estado inactivo y el activo
esta regulada por GEFs, GAPs y GDIs (Figura 1).

Estas moléculas reguladoras se unen a una region del dominio G de las
GTPasas. Este dominio esta formado por 5 motivos conservados (G1-G5) y es
en esta regién donde por un lado se unen los nucle6tidos de guanina
GDP/GTP y por otro se lleva a cabo la hidrélisis de GTP. Concretamente, las
regiones G2 (switch 1) y G3 (switch Il) son los sitios de union de los GEFs, los
GAPs y los GDIs, los cuales al unirse producen una reorganizacién estructural
favoreciendo el transito entre los estados inactivo y activo y viceversa. Ademas,
las GTPasas de la familia Rho poseen el motivo CAAX, region que sufre
determinadas PTMs que determinan la localizacion celular de las GTPasas
(Wennerberg, Rossman, and Der 2005; Mosaddeghzadeh and Ahmadian
2021).

G1 G2 G3 G4 G5 c

10 17 35 57 60 116 119 145 147

PTMs

Switch | Switch I
(32-38) (59-67)

Figura 2. Dominios conservados de las GTPasas de la familia de Rho. Dentro de
la region o dominio G, la secuencia de las GTPasas Rho esta formada por los
dominios G1-G5. En los dominios G2 y G3 se encuentran las regiones switch | y
switch, siendo ambas la regién de unién de las moléculas reguladoras de las GTPasas
Rho: GEFs, GAPs y GDIs. Al final de la secuencia de las GTPasas Rho se encuentra
el motivo CAAX, el cudl sufre diferentes PTMs (Wennerberg, Rossman, and Der 2005;
Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).

El motivo CAAX es una secuencia formada por cisteina (C), dos aminoacidos
alifaticos (A) y por meteonina, serina, alanina o glutamina (X). Este motivo
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recibe PTMs de forma secuencial: primero, se incorpora un grupo geranilo-
geranilo o bien un grupo farnesilo al residuo cisteina. Esta reaccion esta
catalizada por las transferasas geranilo-geranilo tipo | o farnesilo,
respectivamente. Después, se afiade un grupo isoprenoide con el fin de
promover la traslocacion de la GTPasa al reticulo endopldsmico, y en este
organulo, la proteasa Rcel realiza una escision proteolitica a la cola
tripeptidica “AAX”. EI grupo a-carboxilo de la cisteina C-terminal queda
expuesto y se metilesterifica por la accion de la enzima carboxil
metiltransferasa lcmt. En algunos casos, las GTPasas son posteriormente
modificadas con grupos palmitato en residuos de cisteina adicionales cercanas
al motivo CAAX (Figura 3) (Bustelo, Sauzeau, and Berenjeno 2007;
Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021). Finalmente, dependiendo de la PTM
que reciba, la GTPasa tendra una localizacion celular u otra. Por ejemplo,
RhoB esta localizada en endomembranas cuando esta geranil-geranilada y en
la membrana plasmatica cuando esta farnesilada (Lebowitz, Davide, and
Prendergast 1995).

CAAX

Figura 3. PTMs de las GTPasas de la familia Rho. Las transferasas geranil-geranil
(GGT) o bien la transferasa farnesil (FT) afiade las PTMs geranil-geranil o bien farnesil
en el residuo cisteina del dominio CAAX. La enzima Rcel elimina el grupo AAX y
posteriormente, la enzima Icmt afiade un grupo metilo en el mismo residuo cisteina.

1.1.1.1. GDIs

Los inhibidores de disociacion de guanosina (GDIs), ademas de protegerlos de
los efectos de GEF, actuan impidiendo la disociacion del GDP de la GTPasa,
por lo que la mantienen en el estado inactivo. En el caso de las GTPasas de la
familia Rho, existen tres GDIs (RhoGDls): GDI1 (RhoGDla), GDI2 (GDIg, LY-
GDI o D4-GDI) y GDI3 (GDly) (Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021). GDI1 o
RhoGDla es el miembro mas estudiado de los tres (Griner and Theodorescu
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2012), aunque la alteraciéon de la expresion de los tres GDIs han sido
relacionados con distintos tipos de cancer (Xie et al. 2017; Griner and
Theodorescu 2012; de Leon-Bautista et al. 2016).

RhoGDla esta formada por dos dominios: un dominio flexible N-terminal y un
dominio C-terminal. EI dominio N-terminal interacciona con los dominios switch
I y Il de las GTPasas de la familia Rho, bloqueando la disociacion y el
intercambio de los nucleétidos. De esta forma, RhoGDla impide la union de las
GTPasas Rho con la membrana. El dominio C-terminal contiene un bolsillo
hidrofébico de unién a la fraccion isoprenilo que es esencial para la interaccion
entre RhoGDla y la GTPasa Rho. Ademas, RhoGDla protege a las GTPasas
Rho de la degradacién en el citoplasma o de una activacion inespecifica por los
GEFs (Hoffman, Nassar, and Cerione 2000; Dovas and Couchman 2005;
Tnimov et al. 2012; Xie et al. 2017; Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).

N-terminal (1-69) C-terminal (70-204)
D l
Switch | Switch I uniéon a Rho GTPasa

Figura 4. Estructura de RhoGDI «. Dominios de N-terminal (residuos 1-69) y C-
terminal (residuos 70-204) de RhoGDI « . El dominio N-terminal bloquea la disociacién
y el intercambio de nucleétidos de la Rho GTPasa uniéndose en sus dominios switch |
y switch Il, y el dominio C-terminal contiene un bolsillo de unién a la fraccién isoprenilo
de la Rho GTPasa .

1.1.1.2. GEFs.

Los factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) son proteinas
gue se unen de forma selectiva a las GTPasas y catalizan el intercambio entre
GDP y GTP. El mecanismo de reaccion de los GEFs esta basado en la afinidad
de las GTPasas con el nucleoétido, siendo mayor por GTP que por GDP. En el
caso de las GTPasas de la familia Rho, existen dos familias de GEFs que
controlan su activaciéon: la familia Dbl y la familia DOCK (Schmidt and Hall
2002; Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).

La familia Dbl, (de las siglas en inglés RhoGEF of the diffuse B-cell ymphoma),

estd constituida por unos 74 miembros, los cuales tienen una variedad de
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dominios y funciones. Aun asi, todos ellos poseen un Unico dominio DH o
catalitico, el cual acelera la reaccion de intercambio de GDP a GTP. Seguido
de este dominio, algunos GEFs de la familia Dbl poseen un dominio PH, el cual
permite anclarlas a la membrana plasmatica al unirse a fosfoinositoles para
dirigirlos hacia sus GTPasas diana. Como dominios adicionales, hay una gran
variedad, dependiendo de los GEFs, se encuentran los que permite la
interaccion de los GEFs con otras proteinas (SH2, SH3, CH, RGS, PDZ o0 IQ) o
con lipidos de membrana (BAR, PH FYVE, C1 y C2), ademas de dominios
funcionales (serina/treonina quinasa, RasGEF, RhoGAP y RanGEF) implicados
en la autorregulacién, en la localizacién subcelular y en la conexion de las
GEFs con moléculas upstream (Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021). Toda
esta variabilidad de dominios confiere a las proteinas GEF especificidad para
cada GTPasa y otras potenciales moléculas efectoras. Por lo que, segun el
GEF que se active, se dara una activacion especifica a unas GTPasas
concretas y, por lo tanto, a una respuesta celular precisa en base a la sefal
recibida (Zheng and Quilliam 2003) (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de los miembros mas representativos de la familia Dbl. Se
ha representado la estructura de los miembros mas representativos de de la familia
Dbl. Todos comparten los dominios DH y PH o PHc, y poseen una gran variedad de
dominios adicionales en su estructura que difieren entre los miembros de la misma
familia (Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).

En cuanto a la familia de intercambiadores DOCK esta constituida por 11
miembros, divididos en cuatro subfamilias en funcién de la homologia de
secuencia y su especificidad al sustrato: DOCK-A, DOCK-B, DOCK-C y DOCK-
D, (Schmidt and Hall 2002; Nishikimi et al. 2013; Mosaddeghzadeh and
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Ahmadian 2021). Presentan dos dominios conservados: DHR-1 (lipid-binding
DOCK homology region 1), que facilita la localizacion de esta proteinas en los
compartimentos de membrana, y un dominio DHR-2 (catalytic DOCK homology
region 2), que cataliza la reaccion de intercambio GDP a GTP. Estos factores
intercambiadores activan especificamente a las GTPasas Rac y Cdc42,
excluyendo al resto de GTPasas la familia Rho (Brugnera et al. 2002; Cote and
Vuori 2002; Meller et al. 2002; Laurin and Cote 2014) (Figura 6).

i Dock1

% Dockz iRz HrerH PP

Q Docks Rac

v Dock3

§ Dock4 w

o

©Q Dock6

Q Dock8 Rac/Cdc42
Q Dock9

8 Dock11 Rac/Cdc42

Figura 6. Estructura de las familias DOCK. Los GEFs de la familia DOCK contienen
un dominio DHR1 y un dominio DHR2. Debajo del dominio DHR2 se indica la GTPasa
gque es activada. Los miembros de la familia DOCK-A y DOCK-B cuentan con dominios
estructurales diferenciales a los miembros de las familias DOCK-C y DOCK-D (Laurin
and Cote 2014).

1.1.1.3. GAPs.

Las proteinas activadoras de las GTPasas (GAPS) interaccionan con las
GTPasas y aceleran la actividad hidrolitica sobre el GTP que tienen las
GTPasas, cerrando el ciclo de acivacion/desactivacion de éstas. Las GAPs que
actuan sobre las GTPasas de la familia Rho (RhoGAP) son especialmente
abundantes: se han identificado 66 RhoGAPs codificadas en el genoma
humano. Los tamafios de estas proteinas son variables, oscilan desde 50 hasta
250 kDa. La variedad de RhoGAPs implica que deben de ser bien reguladas
para prevenir que las Rho GTPasas sean inactivadas de forma accidental
(Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).
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En general son proteinas complejas que contienen una gran variedad de
dominios diferentes que les permite interactuar con proteinas o lipidos
(Bernards and Settleman 2004). Todas ellas comparten el dominio GAP que se
une a las GTPasas de la familia Rho y promueve su actividad hidrolitica
intrinseca. ElI dominio GAP esta formado por 190 aminodcidos con alta
homologia de secuencia entre los miembros de la familia. Consta de un residuo
de arginina conservado, llamado dedo de arginina, que estabiliza el estado de
transicion de la GTPasa y cataliza la reaccion de hidrélisis de GTP. Este
dominio de por si no es selectivo de GTPasa y no es suficiente para que se
lleve a cabo la hidrolisis de GTP, apuntando a que otros dominios de las
RhoGAPs les confiere especificidad de sustrato y una eficiencia catalitica
(Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).

1.1.2. Moléculas efectoras.

El control de la diversidad de respuestas celulares por parte de las GTPasas de
la familia Rho se lleva a cabo mediante su interaccion con una amplia bateria
de moléculas efectoras. Hasta la fecha, se han identificado unas 70 moléculas
efectoras de RhoA, Racl y Cdc42 (Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).
Estas moléculas pueden ser proteinas quinasas (PAK), proteinas adaptadoras
(WASP, Rhotekin) o hidrolasas (glucégeno fosforilasa) (Kumar et al. 2017;
Alekhina, Burstein, and Billadeau 2017; Arrizabalaga et al. 2012).

1.1.2.1. PAK.

Las proteinas p21-Activated kinases (PAKS) son serina/treonina quinasas y
moléculas efectoras de las pequefias GTPasas Cdc42 y Racl, entre otras.
Fosforilan a una gran variedad de sustratos y afectan a un gran rango de
respuestas celulares: motilidad celular, supervivencia, redox, ciclo celular,
proliferacion, transformacion, estrés, inflamacién y expresion génica (Kumar et
al. 2017).

Las PAKs se dividen en dos subgrupos, grupo | y grupo Il, en los cuéles se
encuentran PAK1, 2y 3y PAK 4, 5y 6; respectivamente. Estructuralmente, los
miembros del grupo | son mas homélogos entre si, mientras que los del grupo Il
son mas divergentes. Todos ellos tienen un dominio quinasa altamente

conservado, un dominio de unién a GTPasa (GBD) en el extremo N-terminal, el
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cual se conoce como CRIB (Cdc42-Racl-interactive binding motif), y un
dominio autoinhibidor (AID). El sitio de autofosforilacion del grupo | es un
residuo en treonina mientras que en el grupo Il es una serina. Ademas, los
miembros del grupo | poseen un lugar de union PIX, el cual permite su
activaciéon por mecanismos independientes de GTPasas (Kumar et al. 2017;
Civiero and Greggio 2018).

El mecanismo de activacion difiere entre los dos grupos. Las PAKs del grupo |
forman dimeros autoinhibitorios debido a la interaccién entre los dominios AID y
quinasa. La union de una pequefia GTPasa activa (GTPasa-GTP) al dominio
GBD o bien tras la unién de fosfolipidos o el factor intercambiador B-PIX al
dominio de union de PIX promueve: la disociacion de AID de la region
catalitica, cambios conformacionales y la autofosforilacion de ambas moléculas
de PAK. Por otro lado, las PAKs del grupo Il necesitan tanto de la union de
GTPasas como de proteinas que contienen motivos PS y SH para promover la
liberacién de su grupo catalitico y convertirse en activas (Kumar et al. 2017;
Civiero and Greggio 2018) (Figura 7).
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Modelo 1 Modelo 2

1. Dimero autoinhibitorio: 1. PAK autofosforilada:

N e P
T T

2. Interaccion con GTPasa o fosfolipido:

Figura 7. Mecanismo de activacion de PAK. Las PAKs del grupo | siguen el modelo
1y las PAKs del grupo Il siguen el modelo 2 (Kumar et al. 2017).

La desregulacion de las redes de sefalizacion donde las PAKs participan ha
sido relacionada tanto con neurodegeneracion (Civiero and Greggio 2018)
como con distintos tipos de cancer, como tiroides, gastrointestinal o de
pancreas (Kumar et al. 2017; Bautista, Knippler, and Ringel 2020; He and
Baldwin 2013; Yeo et al. 2015).

Con respecto al cerebro, la red controlada por la ruta de sefalizacion que
implica a las GTPasas de la familia Rho con PAK, controla una bateria de
respuestas que incluyen la viabilidad de las neuronas (PAK1) (Johnson and
D'Mello 2005), la funcionalidad y la morfologia sinaptica (PAK1/3) (Huang et al.
2011; Xia et al. 2016), la respuesta inmunitaria por parte de la microglia (PAK1)
(Roepstorff et al. 2008) y de los astrocitos (PAK4) (He et al. 2017), y la
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proliferacion de los astrocitos (PAK6) (Chen, Zhao, and Shen 2011), entre
otras. La alteracion del estado de fosforilacion de estas quinasas se ha
relacionado con la degeneracién de neuronas, la activacion de la microglia y la

astrogliosis (Civiero and Greggio 2018).

1.1.2.2. WASP.

La familia de proteinas Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) son factores
promotores de nucleacion que se unen y activan el complejo Arp2/3 con el fin
de formar filamentos de actina. El miembro WASP de esta familia de proteinas
fue descubierto como un gen mutado en la inmunodeficiencia ligada al
cromosoma X llamada Sindrome de Wiskot-Aldrich (Derry, Ochs, and Francke
1994). En general, son moléculas efectoras de Cdc42, aunque alguno de sus

miembros también se asocia a Rac (Burianek and Soderling 2013).

En mamiferos, existen 5 subfamilias de WASP: WASP y su forma neural (N-
WASP, también conocida como WASL), las tres isoformas WASP homélogas a
verprolin (WAVE1-WAVE3, también conocidas como SCAR1-SCAR3 o
WASF1-WASF3), la proteina homéloga de WASP asociada a actina, a
membranas y a microtubulos (WHAMM), la proteina homéloga de WASP y
SCAR (WASH, también conocida como WASHC1) y la Junction Mediating and
regulatory protein (JMY) (Burianek and Soderling 2013; Alekhina, Burstein, and
Billadeau 2017).

Todos los miembros de la familia WASP contienen una region rica en prolina y
una cola VCA en la region C-terminal. EI dominio N-terminal difiere entre las
distintas subfamilias de WASP, del mismo modo que la regulacién de su
actividad. Las mas estudiadas son WASP, N-WASP y WAVE. En reposo,
WASP se encuentra autoinhibida por la unién intramolecular de sus dominios
VCA y GBD. La interaccion entre Cdc42-GTP y GBD permite la liberacion de la
unién entre VCA y GBD vy la fosforilacién de la tirosina 291 del dominio GBD.
Finalmente, WASP se une al complejo Arp2/3, activandolo y modulando el
citoesqueleto de actina. En el caso de N-WASP, esta proteina presenta una
alta homologia con WASP, siendo activada por las siguientes moléculas:
Cdc42, PIP2, Src y WISH. Ademas, N-WASP es susceptible de ser
ubiquitinada y degradada por el proteasoma. Por ultimo, WAVE posee una

actividad basal de nucleacion y, en lugar del dominio GBD, posee un dominio
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N-terminal llamado WAVE homology domain (WHD). En reposo, WAVE esta
retenida por el complejo regulador WAVE (WRC), el cual esta involucrado en la
activacion de WAVE tras la interaccion entre Rac y uno de sus componentes, la

proteina Sra-1 (Burianek and Soderling 2013).

La familia de proteinas WASP estd implicada en una gran variedad de
funciones, entre las cuales se encuentran: modulacién del citoesqueleto de
actina, regulacion del trafico de receptores, transporte vesicular, biogénesis del
autofagosoma, expresion génica de c-Myc, transcripcion dependiente de p53
en respuesta a dafio en el DNA y organizacion y remodelacion de la cromatina
(Alekhina, Burstein, and Billadeau 2017).

Concretamente, WASP juega un papel determinante tanto en la inmunidad
innata como en la adquirida. En células hematopoyéticas, la sefializacion
dependiente de WASP modula la migracion, la sefializacién de receptores, la
citotoxicidad y la fagocitosis (Rivers and Thrasher 2017). En el cerebro, la
forma neural, N-WASP, esté involucrada en la formacion de mielina tanto en el
sistema nervioso central como en el periférico (Katanov et al. 2020; Novak et al.
2011), estando también WAVEL implicada en la formacién de mielina y en la
morfogénesis de oligodendrocitos (Kim et al. 2006). En condiciones
patologicas, se ha descrito una mayor expresion de N-WASP y WAVE en
cerebros de pacientes con Enfermedad de Alzheimer, y ambas proteinas, se
encuentran involucradas en la formacion de procesos anormales “dendrita-like”
(Kitamura et al. 2003), por lo que la desregulacion de la sefializacion controlada

por la familia WASP podria participar en la neurodegeneracion.

1.1.2.3. Rhotekin

Rhotekin es una proteina efectora de Rho, con una masa molecular de 61kDa,
descubierta originalmente como un elemento de unién a Rho A y cuyo nombre
esta formado por la palabra Rho y teki que significa diana en japonés (Reid et
al. 1996; Ito, Morishita, and Nagata 2018).

Estructuralmente, Rhotekin posee un dominio activo de union a Rho (RBD), un
dominio Pleckstrin-homology (PH), dos motivos ricos en prolina en el C-terminal
y la secuencia C-terminal SPV-COOH que se une a un motivo consenso

X(SIT)XV-COOH que reconoce dominios de clase | PDZ. Este dominio esta
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presente en varias proteinas que actian aguas abajo regulando procesos tales
como la morfologia celular y la migracion. Ademas, Rhotekin interacciona a
través de su dominio PH con el segundo mensajero PIP3, sus motivos ricos en
prolina le sirven para unise a dominios SH3 de y a través de su dominio RBD
se une a la forma activa de la GTPasa Rho (Ito, Morishita, and Nagata 2018).

En el sistema nervioso central, la proteina Rhotekin controla el mantenimiento y
la supervivencia de las neuronas y tiene un papel clave en la diferenciacién de
las células madre neuronales (NCS) (Iwai et al. 2012). Ademas se ha apuntado
a que participa en la sinapsis y la polaridad celular (Ito, Morishita, and Nagata
2018). La desregulacion de Rhotekin y de Rhotekin-2 otro miembro de la
familia, ha sido ampliamente estudiada en varios tipos de cancer: gastrico (Liu
et al. 2004), colén (Pang et al. 2017), vejiga (Fan et al. 2005), pulmén (Zhang,
Liang, and Li 2016) y/o hepatocarcinoma (Zhou et al. 2017), quedando por
resolver si su desregulacidbn podria estar implicada en enfermedades

neurodegenerativas.

1.1.2.4. La glucégeno fosforilasa.

La glucogeno fosforilasa [1,4-a-glucan:ortofosfato a-glicosiltransferasa; EC
24.1.1] (PYG) es un miembro de la familia de las glicosiltransferasas,
constituida por tres isoformas: cerebro (PYGB), higado (PYGL) y musculo
(PYGM). Su funcién es catalizar la liberacion de mondémeros de glucosa-1-
fosfato de la molécula de glucégeno. Por cada molécula de glucdégeno, éste
puede contener mas de 120.000 moléculas de glucosa(Mathieu, Dupret, and
Rodrigues-Lima 2019; DiNuzzo and Schousboe 2019). Estructuralmente, la
PYG se trata de un homodimero de 97,4kDa que estd asociado a un grupo
piridoxal fosfato (PLP o vitamina Bs), el cual se conjuga a residuos de arginina
y lisina en su sitio activo (Oikonomakos et al. 1987). Estos se utilizan para
diferenciar las tres isoformas a nivel de secuencia (Takagi, Fukui, and
Shimomura 1982; Johnson 1992).

Las isoformas de la PYG (PYGB, PYGL y PYGM) estan codificadas por tres
genes distintos, localizados en los cromosomas 14922, 20pll y 11qg13
respectivamente (Migocka-Patrzalek and Elias 2021). La homologia entre las
tres isoformas es alta, sobre un 80% a nivel de proteina y presentan

estructuras similares, pero se ha descrito que las isoformas M y B estan mas
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cercanas evolutivamente entre ellas, siendo la isoforma L la mas distante (Sato
et al. 1976).

La expresion de las tres isoformas varia segun el estadio de desarrollo,
encontrdndose de forma mayoritaria la PYGB en etapas tempranas del
desarrollo embrionario, para a partir del estadio post-natal pasar a ser las
formas mayoritarias la PYGL y la PYGM (Sato et al. 1976; Richter, Bohme, and
Hofmann 1983). En el cerebro, ocurre algo similar, siendo Unicamente la PYGB
expresada en tejido fetal y posteriormente expresandose las tres isoformas en
tejido adulto (Pfeiffer-Guglielmi et al. 2000).

El nombre de las isoformas de la PYG (PYGB, PYGL y PYGM) viene dado del
tejido del cual son predominantes, cerebro, higado y musculo, respectivamente
(DiNuzzo and Schousboe 2019), pero se ha descrito que todas ellas estan
presentes en la mayoria de tejidos (www.proteinatlas.com). De hecho, se ha
encontrado ARNm de todas ellas (PYGB, PYGL y PYGM) tanto en cultivos
primarios, como en cerebro embrionario de rata y en lineas celulares (Pfeiffer-
Guglielmi et al. 2000; Uno et al. 1998; Cai et al. 2020). Ademas, Arrizabalaga y
col identificaron a la PYGM en linaje hematopoyético, concretamente en

linfocitos T (Arrizabalaga et al. 2012).

Desde un punto de vista funcional, las isoformas de la PYG se distinguen entre
ellas. La PYGB y la PYGM generan glucosa-1-fosfato para posteriormente y
por accion de la fosfoglucomutasa transformalo en glucosa 6-fosfato y a partir
de aqui, la maquinaria metabdlica se dirige hacia la produccion de ATP
(Chasiotis 1983). Por otra parte, la PYGL genera glucosa-1-fosfato con el fin de
transformarla en glucosa y mantener los niveles fisioldgicos de glucosa en

sangre (Hue, Bontemps, and Hers 1975).

1.1.2.4.1 Activacion de la glucogeno fosforilasa.

La PYG se puede activar por dos mecanismos: fosforilacién reversible y por
modificaciones alostéricas, (DiNuzzo and Schousboe 2019). Ambos
mecanismos regulan la transicion entre los estados T (inactivo) y R (activo) de

la enzima.
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e Fosforilaciéon reversible:

La fosforilacion reversible se produce en la serina 14 de la PYG. Se da en
respuesta a hormonas como el glucagon, la insulina o la adrenalina, y tiene
lugar principalmente en la isoforma L (Sutherland and Cori 1951; DiNuzzo and
Schousboe 2019).

En este caso, el inicio de la ruta de sefializacion que conduce a la
glucogenolisis se produce tras la interaccion entre hormonas y receptores con
siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G heterotriméricas
(GPCR) (Barford 1991). Esta unién provoca la disociacion de la subunidad Ga,
la cudl interacciona con la adenilato ciclasa (AC), de las subunidades By
(Rozengurt 2007). La AC promueve la generacion de cAMP vy, su acumulacion
media la activacidon de la proteina quinasa A (PKA), la cual provoca la
activacion de la fosforilasa quinasa (PK). Finalmente, la PK fosforila la serina
14 (S14) de la PYG (Barford 1991, Barford and Johnson 1992; Buchbinder et
al. 1997; Andreeva, Rice, and Carlson 2002; Waraich et al. 2008; Fischer 2013)
(Figura 8).

Esta ruta de sefializacion se conoce como la ruta clasica o canonica de
activacion de la PYG. Aunque no siempre se requiere un receptor con 7
dominios transmembrana asociado a proteinas G heterotriméricas para activar
a la PYG, de hecho , recientemente, Llavero y col han revelado que el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) activa la PYG de manera
independiente a proteinas G heterotriméricas (Llavero et al. 2019).
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Figura 8. Ruta candnica de activacion de la PYGM. Una sefial en forma de ligando
interactia con un GPCR y promueve la disociacion de sus subunidades. La subunidad
Ga activa la adenilato ciclasa (AC) quién sintetiza cAMP. El aumento de concentracién
de cAMP promueve la activacion de PKA, quién activa a la proteina quinasa (PK) y PK
fosforila a la glucégeno fosforilasa (PYG).

Finalmente, tras la fosforilacién de la S14 de la PYG mediada por la PK, hace
que la PYG pase del estado T, inactivo, al estado R, activo. La desfosforilacion
de la PYG, y su subsecuente inactivacion, esta catalizada por la proteina
fosfatasa 1 (PP1) (DiNuzzo and Schousboe 2019) (Figura 9).

2 ATP 2 AMP
FormaT

o

2 Pi

Forma R

Figura 9. Ciclo de fosforilacién y desfosforilacion de la glucégeno fosforilasa. La
glucégeno fosforilasa (PYG) en reposo (forma T) es fosforilada por la proteina quinasa
(PK) en serina 14, pasando a un estado activo (forma R). La proteina fosfatasa 1
(PP1) desfosforila a la PYG devolviéndola a su estado inicial.
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e Activacion alostérica.

La actividad de la PYG puede ser regulada por cambios conformacionales en
su estructura debido a la unién de ésta a moléculas reguladoras. Clasicamente,
se ha descrito como moléculas reguladoras el AMP, el ATP y la glucosa. El
AMP es una molécula activadora que se une a la PYG en estado T,
desplazandola hacia el estado R, mientras que el ATP y la glucosa son
efectores alostéricos negativos que se unen a la PYG en el estado R,
desplazandola hacia el estado T (Lukacs et al. 2006) (Figura 10).

FormaT Forma R

I AMP @ Glucosa
@ ATP

Figura 10. Regulacion alostérica de la glucdégeno fosforilasa. La glucogeno
fosforilasa (PYG) puede pasar de su estado inactivo (forma T) a su estado activo
(forma R) por la interaccién directa con AMP. La interaccién entre glucosa y PYG o
ATP y PYG promueve el paso de la forma R hacia la forma T.

Ademas de estas moléculas, Arrizabalaga y col describieron que existe otra
molécula capaz de activar a la PYG: la GTPasa Racl. Concretamente, esta
GTPasa interacciona con el dominio de la PYGM que comprende los
aminoacidos 181 y 317, activandola de forma alostérica. Esta sefalizacion
resultd ser critica para la proliferacion y la migracion linfocitaria dependiente de
IL-2 (Arrizabalaga et al. 2012; Llavero et al. 2015; Llavero et al. 2016).
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Proliferacion/Migracion
de linfocitos T

Figura 11. El eje Racl/PYGM controla la proliferacién y la migracion de los
linfocitos T. La interleucina-2 (IL-2) interacta con su receptor (IL-2R), promoviendo la
activacion de la ruta de sefializaciobn compuesta por las moléculas siguientes: proteina
guinasa tirosina linfoespecifica (Lck), fosfolipasa (PLCy), PKC6 y aPIX. La proteina
aPIX es un GEF de Rac1 y promueve su activacion. Rac1 activa a PYGM por su
interaccion y la PYGM controla la proliferacién y la migracion de los linfocitos T
(Llavero et al. 2016).

2. Glucoégeno.

El glucogeno es un polimero globular compuesto de glucosa que fue
descubierto en 1856 por Claude Bernard (Young 1957). Es el segundo almacén
de energia por detras del tejido graso y se encuentra mayoritariamente en el
higado, en el musculo y en el cerebro. En musculo, el glucégeno se utiliza
como fuente de energia para la contraccion muscular y en el higado es

utilizado para regular la glicemia (DiNuzzo and Schousboe 2019).

En el cerebro, el glucégeno se localiza mayoritariamente en la materia gris, en
areas ricas en sinapsis, particularmente, en el hipocampo y en el locus
coerelus, dos regiones implicadas en el aprendizaje y en la memoria (DiNuzzo

and Schousboe 2019). Desde siempre se ha considerado al glucégeno como
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un almacén de emergencia de glucosa y energia, pero existen evidencias
sustantivas de que el glucégeno juega un papel importante en la formaciéon de
la memoria y en el aprendizaje (Duran, Gruart, Varea, et al. 2019; DiNuzzo and
Schousboe 2019).

Existen tres estructuras de glucégeno: granulos a y B, y particulas y. Los
granulos a estan formados mayormente en el higado y estan compuesto de
varios granulos B y los granulos 3 son granulos de glucogeno individual y estan
formados por varias particulas y. Estructuralmente, un granulo B esta
compuesto por una proteina central, la glucogenina, que esta unida
covalentemente al polimero de glucosa, el cual estd formado por cadenas de
aproximadamente 13 residuos de glucosa unidos a través de uniones a-1,4-
glicosidicas e interconectadas por uniones a-1,6-glicosidicas en los puntos de

ramificacion (Prats, Graham, and Shearer 2018).

2.1. Metabolismo del glucdgeno.

El metabolismo del glucdégeno estd regulado por la accion de multiples
enzimas. Por una parte, el glucégeno es mayormente sintetizado a partir de la
glucosa que viene de la sangre. Para ello, la enzima glucogenina se
autoglicosila en tirosina, utilizando como substrato UDP-glucosa, y genera una
pequefia cadena de glucosa compuesta de 7-8 mondmeros. Seguidamente, la
glucogeno sintasa utiliza esta cadena a modo de cebador para continuar la
sintesis del glucdégeno utilizando también UDP-glucosa como substrato
(DiNuzzo and Schousboe 2019).

La degradacion del glucégeno se inicia por la accion de la PYG, cuyo producto
de reaccion es la glucosa-1-fosfato. Cuando llega a un punto de ramificacion
del glucégeno, es decir a una unién a-1,6-glicosidica, entra en juego la enzima
desramificadora de glucégeno (GDE), la cual elimina dicho enlace y libera
glucosa. En el caso de producirse la degradacion del glucégeno o
glucogenolisis en el lisosoma, la a-glicosidasa se encarga de degradar el

glucogeno.

La glucosa-1-fosfato y la glucosa son convertidas en glucosa-6-fosfato por las
enzimas fosfoglucomutasa y hexoquinasa, respectivamente. Finalmente, la

glucosa-6-fosfato es sustrato de tres rutas metabolicas distintas: la glicolisis, la
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de las pentosas fosfato y la biosintética de las hexosaminas (Prats, Graham,
and Shearer 2018; Duran, Gruart, Lopez-Ramos, et al. 2019; DiNuzzo and
Schousboe 2019). En tejidos gluconeogénicos, como son el higado, el rifién o
el intestino, la glucosa-6-fosfato puede ser desfosforilada a glucosa y secretada
hacia el espacio intersticial (Prats, Graham, and Shearer 2018).

2.2. Glicolisis y generacion de lactato.

El término glicolisis esta formado por las palabras griegas glykys (dulce o
azucar) y lysis (dividir) y es la ruta metabdlica en la que la molécula de glucosa
se procesa en reacciones enzimaticas seriadas hasta la obtencion de dos
moléculas de piruvato. Es la principal ruta catabodlica de la glucosa y en
algunos tipos celulares y tejidos representa la Unica fuente de energia
metabdlica (Nelson and Cox 2017). En la Figura 12 se representa esta ruta

metabdlica la cual se detalla a continuacion.

La primera fase de la glicolisis es una fase de pago debido que la célula
necesita utilizar moléculas de ATP para iniciar el proceso. Este empieza a partir
de la glucosa-6-fosfato la cual se convierte en fructosa-6-fosfato por la
iIsomerasa fosfohexosa. La fructosa-6-fosfato se transforma en fructosa 1,6-
bifosfato por la fosfofructoquinasa-1 y después se obtiene gliceraldehido-3-
fosfato y dihidroxiacetona fosfato mediante la enzima aldolasa. La
dihidroxiacetona fosfato se isomeriza a una segunda molécula de
gliceraldehido-3-fosfato, y es justo en esta reaccion que se considera el fin de
la primera fase de la glicolisis.

La segunda fase de la glicolisis es una fase de generacién de ATP y NADH.
Empieza a partir de la oxidacion y la fosforilacion de gliceraldehido-3-fosfato,
convirtiéendose en 1,3-bifosfoglicerato, reaccion catalizada por la enzima
gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa. La 1,3-bifosfoglicerato se transforma
en 3-fosfoglicerato por la quinasa fosfoglicerato. Posteriormente se desfosforila
la molécula de 3-fosfoglicerato hacia 2-fosfoglicerato por la fosfoglicerato
mutasa y la 2-fosfoglicerato se convierte en fosfoenolpiruvato por la enolasa.
Finalmente, la fosfoenolpiruvato pasa a piruvato por accion de la piruvato

guinasa (Nelson and Cox 2017).
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Figura 12. Fases de la glicolisis. La fase 1 de la glicolisis parte de la glucosa-6-
fosfato y consiste en una serie de reacciones en las que se obtiene 2 moléculas de
gliceraldehido-3-fosfato. Es una fase de pago ya que se necesita una molécula de
ATP. La fase 2 de la glicolisis parte de las 2 moléculas de gliceraldehido generadas en
la fase 1 y consiste en una serie de reacciones en las que se obtiene 2 moléculas de
piruvato. Es una fase de ganancia ya que se generan 2 moléculas de NADH y 2
moléculas de ATP.

Las dos moléculas de piruvato que se obtienen en la glicolisis pueden ser
oxidadas a acetato (acetil-CoA) y entrar al ciclo de Krebs y a la fosforilacion
oxidativa, generando CO2 y H20, o bien pueden ser procesadas de forma

anaerobica (Nelson and Cox 2017).

La generacidbn de lactato representa una de las formas de respiracion
anaerobica, y por lo tanto, una forma de obtencion de energia a partir del
piruvato por parte de las células. Es mayoritaria en algunos tejidos y tipos
celulares como por ejemplo el muasculo esquelético, los eritrocitos y los
astrocitos. Consiste en la reduccion del piruvato a lactato catalizada por la
lactato dehidrogenasa (LDH), gastando las moléculas de NADH previamente

generadas en la fase 2 de la glicolisis (Figura 13) (Nelson and Cox 2017).

43



NADH + H* NAD*

LDH
Piruvato Lactato

E ——

Figura 13. Generacion de lactato. La lactato dehidrogenasa (LDH) cataliza la
generacion de lactato a partir del piruvato obtenido de la glicolisis.

La alteracion de la glicolisis estd relacionada con enfermedades como el
cancer y las enfermedades neurodegenerativas. En el caso del cancer, se ha
descrito que las células y los tejidos tumorales tienen una mayor tasa de
absorcién de glucosa y de generacion de lactato incluso en presencia de
oxigeno. Este fendbmeno es conocido como el efecto Warburg (Liberti and
Locasale 2016).

Por otra parte, un efecto parecido se ha observado en distintas enfermedades
neurodegenerativas (Enfermedad de Alzheimer, la Enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotrofica o la Enfermedad de Huntington) o en lesion
cerebral: en las neuronas afectadas se ha visto un cambio aparente hacia la
glicolisis (Tang 2020).

En la Enfermedad de Alzheimer (EA) se han descrito defectos relacionados con
el metabolismo de la glucosa: se ha detectado bajos niveles de transportadores
de glucosa, GLUT1 y GLUT3, y de intermediarios del metabolismo de la
glucosa en el cerebro de pacientes de EA (Simpson et al. 1994; Bergau et al.
2019). De hecho, una de las caracteristicas de la aparicibn mas temprana en la
EA es el hipometabolismo de la glucosa y se ha relacionado con que en un
cerebro envejecido el descenso del metabolismo de la glucosa contribuye al

deterioro cognitivo (Boveris and Navarro 2008; Yan et al. 2020).

2.3. Ruta de las pentosas fosfato.
Otro destino que tiene la glucosa-6-fosfato derivada de la glucosa o de la
glucosa-1-fosfato generada a partir del glucogeno, es la ruta de las pentosas

fosfato. En esta ruta oxidativa, el NADP* es convertido en NADPH, y se ha
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estudiado en células con alta tasa de division como por ejemplo, células

epiteliales, de la mucosa intestinal o bien en células tumorales.

La primera reaccion de la ruta de las pentosas fosfato es la oxidacion de la
glucosa-6-fosfato por la glucosa 6-dehidrogenasa (G6PD) para formar la 6-
fosfoglucono-6-lactona. Esta molécula se hidroliza a 6-fosfogluconato por una
lactonasa especifica, y después, la 6-fosfogluconato se oxida y decarboxila por
la 6-fosfogluconato deshidrogenasa para generar ribulosa-6-fosfato. A
continuacion, la fosfopentosa isomerasa convierte a la ribulosa-6-fosfato en
ribosa-5-fosfato. Es a partir de esta molécula que se realiza la sintesis de
nucleotidos, coenzimas, ADN y ARN. Por ultimo, la ribosa-5-fosfato puede ser
reciclada a glucosa-6-fosfato en una fase no oxidativa (Figura 14) (Nelson and
Cox 2017).

~>» Glucosa-6-fosfato

o~ +
, ’ NADP G6PDH
/ NADPH
ll 6-fosfoglucono-5-lactona
! Transquetolasa Lactonasa

Transaldolasa

\ 6-fosfogluconato

\ NADP* 6-fosfogluconato deshidrogenasa
A NADPH

=~ = Ribulosa-5-fosfato

l Isomerasa fosfopentosa

Ribosa-5-fosfato

l

Nucleotidos, coenzimas,
ADN y ARN

Figura 14. Ruta de las pentosas fosfato. La glucosa-6-fosfato es procesada en
reacciones secuenciales hasta ribosa-5-fosfato, substrato para la sintesis de
nucleétidos, coenzimas, ADN y ARN.

45



El NADPH producido es destinado a la sintesis de &cidos grasos, esteroles,
nucleotidos y aminoacidos no esenciales. La glutation reductasa lo utiliza en la
conversion del glutation oxidado a glutation reducido, reaccién importante para
la defensa antioxidante de las células. Y, ademas, es el substrato de las
NADPH oxidasas (NOXs), las cuales producen especies reactivas de oxigeno
(ROS). La alteracion de la ruta de las pentosas fosfato esta relacionada con
diversas enfermedades como por ejemplo la diabetes mellitus tipo 2 y el cancer
(Ge et al. 2020).

2.4. Ruta biosintética de las hexosaminas.

La ruta biosintética de las hexosaminas (HBP de las siglas Hexosamine
biosynthetic pathway) es en la que la glucosa-6-fosfato se procesa por la
accion seriada de distintas enzimas a hexosamina-uridina-difosfato N-
acetilglucosamina (UDP-GICNAc), sustrato necesario para O-GIcNAcilar
proteinas. Dependiendo de la tipologia celular, aproximadamente entre el 2 y el
5% de la glucosa intracelular es empleada en esta ruta (Butkinaree, Park, and
Hart 2010).

El UDP-GIcNACc se obtiene a partir de la glucosa-6-fosfato, la cual se isomeriza
por la glutamina-6-fosfato transaminasa (GFAT) para convertirse en
glucosamina-6-fosfato (GIcN-6-P), reaccién considerada como el paso limitante
de la HBP. Posteriormente, la GIcN-6-P se convierte a N-acetilglucosamina-6-
fosfato (GIcNAc-6-P) por la enzima glucosamina-6-fosfato-acetil transferasa
(GNAT), y la GIcNAc-6-P a su vez a N-acetilglucosamina-1-fosfato (GICNAc-1-
P) por la N-acetilglucosamina fosfoglucomutasa (AGM). Por ultimo, la GIcNAc-
1P se convierte en UDP-GIcNAc por la enzima N-acetilglucosamina-1-fosfato
pirofosforilasa (AGX) (Figura 15) (Yuzwa and Vocadlo 2014).
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Figura 15. Ruta biosintética de las hexosaminas. La glucosa-6-fosfato es
convertida en UDP-GIcNAc mediante reacciones enzimaticas consecutivas.

Debido a que el UDP-GIcNAc es un producto del procesamiento de la glucosa,
la HBP ha sido propuesta como un sensor de nutrientes. De hecho, los niveles
de UDP-GIcNAc varian con la disponibilidad de glucosa y puede incrementarse
cuando las células son provistas de nutrientes o bien son sometidas a un

estrés celular (Yuzwa and Vocadlo 2014; Wang et al. 2014).

2.4.1. La O-GIcNAcilacion de proteinas.

La O-GIcNAcilacion de proteinas es una forma no canonica de glicosilacion de
proteinas que ocurre en el ndcleo y en el citoplasma de eucariotas
multicelulares. Esta PTM se produce por la actividad de la enzima uridina
difosfato-N-acetil-D-glucosamina:polipeptidil transferasa (OGT), la cual afiade
el grupo O-GIcNAc a los residuos de serina y treonina de sus proteinas diana a
partir del substrado UDP-GIcNAc. Por otra parte, el grupo O-GIcNAc puede ser
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eliminado de las proteinas por la accion de la enzima O-GIcNAcasa (OGA)
(Zachara and Hart 2004; Hart, Housley, and Slawson 2007; Yuzwa and
Vocadlo 2014; Bond and Hanover 2015).

/

—

Proteina

Glucosa 1-P UDP-GIcNAc

O _____ -)O [ oGT OGA

__-) Respuestas biolégicas

"

Figura 16. Reaccién de O-GIcNAcilacion y de-O-GIcNAcilacion de proteinas. La
glucosa 1-fosfato (glucosa 1-P) es procesada en HBP, en la cudl se obtiene UDP-
GIcNAc. La OGT lo utiliza como substrato para catalizar la reaccion de O-
GIcNAcilacion en residuos serina y treonina de las proteinas diana. Como resultado,
las proteinas promueven una respuesta bioldgica determinada. Por otra parte, la OGA
retira el grupo O-GIcNAc de sus proteinas diana, siendo la O-GIcNAcilacion de
proteinas un proceso dinamico.

A dia de hoy se conoce una gran variedad de proteinas O-GIcNAciladas. Entre
ellas, pueden encontrarse factores de transcripcion, proteinas de union a RNA,
quinasas y proteinas adaptadoras, proteinas relacionadas con la actina o con
microtUbulos, chaperonas, enzimas metabdlicas y otras proteinas. Al haber
tanta variedad de proteinas diana de O-GlcNAcilacion, el abanico de funciones
controladas por esta PTM es amplisimo. Por ejemplo, este tipo de PTMs de
proteinas regulan la transcripcion génica debido a que la ARN polimerasa Il y
factores especificos de la transcripcion son dianas de la OGT. Dependiendo del
promotor involucrado y de las proteinas que se asocian a él, la O-GlcNAcilacion
promueve o inhibe la transcripcién (Zachara and Hart 2004; Hart, Housley, and
Slawson 2007; Bond and Hanover 2015).

Es importante recalcar la importancia de que los residuos que son susceptibles

de O-GIcNAcilarse son las serinas y las treoninas, coincidiendo con que los
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mismos son susceptibles de ser fosforilados. De hecho, un desequilibrio en
cualquiera de las dos PTMs desencadena una la alteracion de las otras (Bond
y Hanover 2015). Un ejemplo de ello es la proteina tau, la cual se encuentra
hiperfosforilada en la Enfermedad de Alzheimer (EA) (Ksiezak-Reding, Liu, and
Yen 1992; Gong et al. 2006). En las neuronas, la proteina tau cuenta con un
equilibrio de O-GlIcNAcilaciones y de fosforilaciones, siendo las primeras
quiénes regularian su funcion o bien su nivel de fosforilacion. En la EA, la
balanza esta inclinada hacia las fosforilaciones y como resultado, la proteina
tau no puede asociarse a microtubulos y forma agregados intracelulares,
llamados ovillos neurofibrilares, llevando a defectos en el transporte axonal de

moléculas (Yuzwa and Vocadlo 2014).

La proteina tau no es la Unica proteina O-GIcNAcilada que tiene un papel
importante en la fisiopatologia de la EA. Se conoce que la proteina precursora
amiloide (APP) se encuentra O-GIcNAcilada. Es a partir del procesamiento de
la APP que se obtiene el péptido AB1-42, que de acuerdo con la hipétesis de la
cascada amiloide, es uno de los promotores de la fisiopatologia de la EA. Se
ha sugerido que la O-GIcNAcilacion de la APP tiene un papel esencial en la
ruta amiloidogénica y por lo tanto, en la sintesis del péptido AB1-42 (Yuzwa and
Vocadlo 2014), siendo la treonina 576 el residuo implicado en el trafico de APP

y su posterior procesamiento por dicha ruta (Chun, Kwon, and Chung 2017).

La O-GIcNAcilacién de proteinas en la EA ha sido estudiada ampliamente
durante la ultima década. Se ha observado un aumento del patrén de O-
GIcNAcilaciones de proteinas en el cerebro de pacientes con la EA (Forster et
al. 2014), asi como que el péptido ABi42 es capaz de promover la O-
GlIcNAcilacion de c-fos, promoviendo la muerte neuronal (Choi, Kim, Song, et
al. 2019). Sin embargo, también se ha determinado que altos niveles O-
GIcNAcilaciones tienen un papel neuroprotector al inhibir la necrosis

programada en la EA (Park et al. 2021).

Tanto la proteina tau como el APP son dos ejemplos antagénicos de
desregulacion de la O-GIcNAcilacién de proteinas: la proteina tau se encuentra
hiperfosforilada mientras que las O-GIcNAcilaciones de APP juegan un papel
clave en la generacion de AB. Aun asi, todos los estudios coinciden con que en

la EA hay una desregulacion de las O-GIcNAcilaciones de proteinas. Como se

49



indica en el apartado 2.1, el metabolismo de la glucosa se encuentra alterado
en la EA. Esto podria estar ligado a la alteracion anteriormente descrita en el

patrén de O-GlcNAcilaciones de proteinas.

Las neuronas necesitan del apoyo metabdlico de los astrocitos para obtener
energia. Para ello, los astrocitos captan glucosa y otros nutrientes del torrente
sanguineo y almacenan grandes cantidades de glucogeno. Cuando reciben un
determinado estimulo, los astrocitos degradan el glucégeno a glucosa-1-fosfato
a partir de la cudl se genera lactato. El lactato es transportado a las neuronas y
éstas lo utilizan como substrato para generar energia (Magistretti and Pellerin
1999; Dienel and Hertz 2001; Broer and Brookes 2001; Pellerin and Magistretti
2004; Belanger, Allaman, and Magistretti 2011; Bouzier-Sore and Pellerin
2013).

3. Enfermedad de Alzheimer.

La demencia es un término amplio que engloba un grupo particular de
sintomas: alteraciones en la memoria, el lenguaje, la resolucion de problemas y
en otras habilidades que afectan al individuo en el desarrollo de su vida
cotidiana. Varias enfermedades, como por ejemplo, la enfermedad
cerebrovascular o la Enfermedad de Parkinson, se identifican con la demencia,
pero la forma mas comun de demencia y la enfermedad neurodegenerativa
mas prevalente, es la Enfermedad de Alzheimer (EA). Esta enfermedad se
caracteriza por un profundo deterioro cognitivo consecuencia de una progresiva

e irreversible pérdida de neuronas (Association 2021).

La EA fue descrita por primera vez por el psiquiatra Aloysius Alois Alzheimer
(1864-1915), quién observo y describio los sintomas de una paciente de 50
afos, Auguste D., los cudles incluian alucinaciones, pérdida de memoria y
problemas en el lenguaje. Los analisis post-mortem del cerebro de la paciente
revelaron la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares. Estas
observaciones se publicaron en 1907 bajo el titulo de “Una enfermedad grave

caracteristica de la corteza cerebral” (Alzheimer 1907).

La EA es una forma de demencia que se asocia a la presencia de ovillos
neurofibrilares formados por la proteina tau fosforilada y por la presencia de

placas amiloides constituidas mayoritariamente por el péptido neurotdxico Bi-42
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amiloide (Lane, Hardy, and Schott 2018; Soria Lépez, Gonzélez, and Léger
2019). La acumulacion y agregacion de estas moléculas en los espacios intra y
extracelulares las convierten en elementos clave de la degeneracion de las
neuronas hipocampales y corticales, cuya consecuencia es la pérdida de
memoria, desorientacion espaciotemporal y cambios en el comportamiento

(Soria Lopez, Gonzéalez, and Léger 2019).

3.1. Tipos de Enfermedad de Alzheimer.
La EA ha sido clasificada en base a la forma de inicio: temprano o familiar y

tardio o esporédico.

3.1.1. Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano o familiar.

La Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano o familiar es una forma rara de
la enfermedad la cudl representa entre el 2-3% de todos los casos. Es una
forma autosémica dominante donde los sintomas se inician generalmente en la

tercera década de vida.

Los pacientes con EA de inicio temprano o familiar presentan, al menos,
mutaciones en tres genes: proteina precursora amiloide (APP) presente en el
cromosoma 21 (Goate et al. 1991), presenilina-1 (PSN1) presente en el
cromosoma 14 y presenilina-2 (PSN2) presente en el cromosoma 1 (Cruts,
Hendriks, and Van Broeckhoven 1996).

Una de las mutaciones mas estudiadas de la EA de inicio temprano o familiar
es la mutacion Sueca. Esta esta producida por un cambio de dos amino&cidos
(K670N/M671L) en la secuencia del APP, lo que conlleva a una modificacion
del lugar de escision durante su procesamiento y, como resultado, se obtiene
un mayor ratio de ABi1-40:AB1-42 (LeVine Il and Walker 2006). Aparte de esta
doble mutacion, se han descrito otras 52 mutaciones adicionales en la APP

asociadas a la enfermedad (Cacace, Sleegers, and Van Broeckhoven 2016).

Por ultimo, PSN1 es la proteina que se encuentra mas frecuentemente mutada,
con hasta 215 mutaciones, mientras que en PSN2, se han identificado 31

mutaciones (Cacace, Sleegers, and Van Broeckhoven 2016).
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3.1.2. Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio o esporadico.

La Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio o esporadico representa la
variedad clinica mas comun de la enfermedad (90-95% de casos) y los
pacientes que la presentan inician los sintomas sobre los 65 afios de edad o
incluso mas (Association 2021).

Su etiologia es compleja comparada con la variedad de inicio temprano o
familiar. Factores de riesgo que predisponen al desarrollo de la EA pueden ser
el envejecimiento asociado a la edad o alteraciones en la apolipoproteina E
(ApoE). La ApoE es el transportador principal de colesterol en el cerebro y se
ha relacionado con el transporte y la liberacion del péptido AR (Bu 2009). Esta
proteina puede presentarse con tres variantes alélicas: ApoEe2, ApoEe3 y
ApoEe4, siendo esta ultima la variante capaz de triplicar la probabilidad de
desarrollar la EA en los pacientes heterocigotos (Huang 2006). Por otra parte,
la variante ApoEe€2 es un factor protector contra la EA de inicio tardio (Serrano-

Pozo, Das, and Hyman 2021).

Las mutaciones asociadas a la predisposicion a desarrollar la EA puede

encontrarse en la base de datos: http://www.alzgene.org.

3.2. El péptido B amiloide: hipétesis de la cascada amiloide.

La hipétesis mas aceptada de la fisiopatologia de la EA es la hipétesis de la
cascada amiloide, en la cual se genera el péptido 1-42 3 amiloide (AB), que se
acumula en el espacio extracelular formando las placas amiloides (Hardy and
Higgins 1992; Selkoe 2004; Querfurth and LaFerla 2010). Esta hipétesis apunta
a que el desequilibrio entre la produccién y la eliminacién del péptido AB es el
factor desencadenante de la EA, un concepto que cada vez estd mas arraigado
entre la comunidad cientifica (Selkoe and Hardy 2016). Por lo tanto, segun esta
hipétesis, los ovillos neurofibrilares aparecen tras el dafio iniciado por la

acumulacion de las placas amiloides.

El péptido AB es un mondémero de 4,5 kDa que se obtiene a partir del
procesamiento de la proteina precursora amiloide (APP). La APP es una
glicoproteina transmembrana tipo 1 implicada en la regulacién del crecimiento
de neuritas durante el desarrollo (Herms et al. 2004), teniendo en cerebro

adulto un papel ligado a la adhesion, neuroproteccion, formacion de sinapsis y
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modulacién de la transcripcidbn génica (Raychaudhuri and Mukhopadhyay
2007). Ademas, esta bien establecido que varias proteinas interaccionan con
APP, regulando su procesamiento y la sefalizacion intracelular, por lo que la

APP podria tener un papel de receptor (Zheng and Koo 2011).

El procesamiento proteolitico secuencial del APP puede seguir: 1) la ruta no
amiloidogénica o 2) la ruta amiloidogénica (Figura 17). En la ruta no
amiloidogénica, el APP se escinde por la accion de la proteasa a-secretasa,
generando un fragmento largo y soluble de su parte N-terminal, llamado
sAPPa, y un fragmento pequeino de su parte C-terminal, llamado APPa-CTF, el
cual queda anclado a la membrana plasmatica. El fragmento APPa-CTF se
procesa por otra proteasa, la y-secretasa, produciendo dos péptidos solubles:
p3, cuya funcién biolégica se desconoce, y AICD (dominio intracitoplasmatico
de la APP), el cudl es un regulador transcripcional de distintos genes como por
ejemplo la glucdégeno sintasa quinasa 3B o la fosfoproteina nuclear, p53
(Kimberly et al. 2001; von Rotz et al. 2004).

En la ruta amiloidogénica, el APP se procesa por accién de la proteasa B-
secretasa, generando sAPPB y APPB-CTF. La siguiente escision es igualmente
realizada por la y-secretasa, generando AICD y el péptido 1-42 AB, siendo

liberado al medio extracelular.

sAPPﬁ E sAPPu

A|31-42
I P3
v -secretasa B-secretasa a secretasa Y- secretasa
AICD APPB-CTF APP APPa-CTF AICD
Ruta amiloidogénica Ruta no amiloidogénica

Figura 17. Procesamiento de la APP. La proteina precursora amiloide (APP) puede
ser procesada por la y-secretasa, dirigiéndose hacia la ruta no amiloidogénica, y por la
B-secretasa dirigiéndose hacia la ruta amiloidogénica. En la ruta no amiloidogénica se
genera AICD y P3 por el procesamiento de APPa-CTF realizado por la y-secretasa y
en la ruta amiloidogénica se genera AB amiloide (ejemplo: AB142) y AICD por el
procesamiento de APPB-CTF realizado por la y-secretasa.
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El péptido AB puede tener distintos tamafos dependiendo de la escision del
fragmento APPB-CTF, encontrandose especies entre 37 y 49 aminoacidos
(Weidemann et al. 2002). Tradicionalmente, se ha descrito como un péptido sin
funcién, pero, recientemente, se ha sugerido un papel anti-microbiano en el
cerebro, actuando en primera linea de defensa contra patégenos y como
impermeabilizador de la barrera hematoencefalica en condiciones de lesion
traumatica o isquémica (Frost and Li 2017; Brothers, Gosztyla, and Robinson
2018). Existen incluso, evidencias de que el péptido AB soluble es necesario
para la plasticidad sinaptica y la memoria (Puzzo and Arancio 2013; Morley and
Farr 2014).

En la EA, se cree que existe una saturaciéon del péptido AB, la cual conduce a
una auto-agregacion del AR formando oligobmeros, posteriormente fibrillas y
finalmente, placas amilodes. Las especies de mayor tamafio (AB140y AP1-42),
especialmente ABi42, son las que suelen auto-agregarse y formar fibrillas
(Soria Lopez, Gonzalez, and Léger 2019). Experimentos llevados a cabo tanto
in vitro como in vivo han mostrado que la agregacion de los mondmeros de AR
en especies de alto peso molecular (dimeros, trimeros, tetrameros) los
convierten en oligdmeros téxicos (Klein 2002; Glabe 2005). En este sentido, los
péptidos AB han sido aislados de modelos animales de la EA (Oddo, Caccamo,
Shepherd, et al. 2003; Tomiyama et al. 2010), de fluido cerebroespinal y de
cerebros de pacientes con la EA (Bao et al. 2012), en donde la presencia de
éste péptido correlaciona con la progresién de la enfermedad (Santos et al.
2012). Entre los efectos que produce este péptido se encuentran: muerte
neuronal (Lambert et al. 1998; Alberdi et al. 2010), inhibicién de la potenciacion
a largo plazo (LTP) (Lambert et al. 1998; Wang et al. 2004), desregulacién del
flujo de Ca?* y disrupcion de la membrana celular (Demuro et al. 2005; Alberdi
et al. 2010).

3.3. Implicacion de la glia en la Enfermedad de Alzheimer.

A pesar de que la manifestacion de una enfermedad neurodegenerativa es
consecuencia de la degeneracion de las neuronas, la desregulacion de la
biologia de las células de la glia tiene un impacto en el desarrollo y en la
progresion de este tipo de enfermedades, siendo un ejemplo la EA (Heneka et
al. 2015; Jakel and Dimou 2017; Fakhoury 2018; Kim et al. 2020).
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Las células de la glia mas estudiadas por su implicacion en la neuroinflamacién
caracteristica de la EA y de otras enfermedades neurodegenerativas son la
microglia y los astrocitos. Brevemente, la microglia son las células fagociticas
del sistema nervioso y los astrocitos son células que mantienen la homeostasis
de determinadas moléculas, suplen de nutrientes a las neuronas, participan en
la sinapsis tripartita y contribuyen al mantenimiento de la barrera

hematoencefalica (Jakel and Dimou 2017).

En estadios tempranos de la EA, la glia sufre modificaciones con el fin de
proteger a las neuronas de los estimulos citotoxicos. A pesar de su inicial
efecto beneficioso, a medida que transcurre la enfermedad, el permanente
estado activo de la microglia y de los astrocitos dafia a las neuronas debido a
las continuas reacciones inflamatorias que se producen. Concretamente, la
activacion de la microglia resulta en la fagocitosis de las distintas formas de AR,
mientras que los astrocitos producen factores neuroprotectores como el BDNF,
el VEGF y el bFGF. Sin embargo, el permanente estado reactivo de estas
células provoca que haya un estado de neuroinflamacion promovida por las
citoquinas y otros factores liberados tanto por la microglia como por los
astrocitos. Este ambiente resulta perjudicial para las neuronas y, por lo tanto,
favorece la neurodegeneracion. Ademas, el estado reactivo de los astrocitos o
astrogliosis implica una pérdida de funcionalidad estas células perjudicando la
conectividad sinaptica y contribuyendo a déficits cognitivos (Heneka et al. 2015;
Kim et al. 2020; Fakhoury 2018).

Para avanzar en la comprension de la EA, es fundamental entender las rutas
de sefializacion en las que la funcion bioldgica de la glia se ve alterada, dando

a lugar a un estado permanente de reactividad.

4. Astrocitos.

Los astrocitos son células gliales que ejercen una multitud de funciones
esenciales en el sistema nervioso central (SNC) como por ejemplo proporcionar
energia en forma de glucosa y lactato a las neuronas o la de mantener la
homeostasis de neurotransmisores (Sofroniew and Vinters 2010). Estas células
fueron identificadas en 1895, y se les denominé astroglia debido a su forma
estrellada (Lenhossék 1895) y “glia” debido a que no son células neuronales y

a que forman parte del “pegamento” del cerebro (Virchow 1858).
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Los astrocitos se clasifican en dos categorias segun su morfologia y
localizacion anatOmica: protoplasmaticos y fibrosos. Los primeros se
encuentran en la materia gris y poseen extensiones que dan lugar a varios
procesos en forma de arbol, con una distribucion uniforme globular. Por el
contrario, los astrocitos fibrosos se encuentran en la materia blanca y su
morfologia recuerda a fibras. Los procesos de los astrocitos protoplasmaticos
envuelven las sinapsis y los de los astrocitos fibrosos los nédulos de Ranvier.
Ambos tipos celulares, contactan con los vasos sanguineos y forman uniones
“gaps” con los procesos distales de los astrocitos vecinos (Xu, Zeng, and Wong
2009; Sofroniew and Vinters 2010).

4.1. Funcién de los astrocitos.

El puente que establecen los astrocitos entre los vasos sanguineos y las
neuronas permite que el flujo sanguineo se relacione con las neuronas,
formando la unidad neurovascular. De esta forma, proporcionan nutrientes a
las neuronas a través de sus procesos (Magistretti and Pellerin 1999; Dienel
and Hertz 2001; Broer and Brookes 2001; Pellerin and Magistretti 2004), y
ademas, en funcion de la actividad singptica, modulan el flujo sanguineo local
del SNC (Sofroniew and Vinters 2010). Concretamente, los astrocitos
transfieren la glucosa captada del torrente circulatorio a las neuronas v,
ademas, tras la degradacion de sus depésitos de glucogeno por la via
glicolitica, el lactato generado también se transfiere a las neuronas como
fuente de energia para ellas. Tal es la importancia de estos almacenes que la
mayoria del glucdgeno del cerebro esta confinado en los astrocitos (Oz et al.
2015). De hecho, el glucégeno astrocitario sustenta la actividad neuronal en
periodos de hipoglicemia y de alta actividad, y es modulado por transmisores y
metabolitos de la glucosa como, por ejemplo, el lactato (Sofroniew and Vinters
2010).

El contacto astrocito-neurona tiene otras funciones ademas de las energéticas,
como son el mantenimiento de la homeostasis ionica, el control del pH y de los
neurotransmisores, siendo el ciclo del glutamato-glutamina un ejemplo de ello
(Sofroniew and Vinters 2010). Los astrocitos recaptan del espacio inter-
sinaptico el glutamato excedente y lo transforman en glutamina, siendo

posteriormente transportada a la neurona. La neurona utiliza la glutamina como
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sustrato para la sintesis de glutamato, y este glutamato, la neurona lo utiliza
como transmisor en una nueva sinapsis (Kuffler 1996). Existen evidencias
sélidas que otra funcion de los astrocitos es la de modular la actividad
sinéptica, dentro de lo que se conoce como sinapsis tripartita. Los astrocitos
liberan moléculas como por ejemplo glutamato y ATP en respuesta a cambios
en la actividad sinaptica neuronal (Parpura et al. 1994; Kang et al. 1998; Fields
and Stevens-Graham 2002), provocando un aumento de la excitabilidad de los
astrocitos seguida de una alteracion en la excitabilidad de las neuronas.
Ademas, los astrocitos tienen el potencial de ejercer una influencia a largo
plazo en la funcidon sinaptica a través de la liberacion de factores de

crecimiento y moléculas relacionadas (Sofroniew and Vinters 2010).

El contacto inter-astrocitario mediante uniones gap constituye el sincitio
astrocitario (Xu, Zeng, and Wong 2009). Estas uniones permiten el paso de
segundos mensajeros a través de ellas, por ejemplo el Ca?*, siendo una
propagacion que ocurre tanto tras la estimulacion del astrocito como de forma
espontanea (Parri, Gould, and Crunelli 2001; Tashiro, Goldberg, and Yuste
2002). Se ha sugerido que la onda de Ca?" se expande mediante la
sefalizacion de ATP (Nedergaard, Ransom, and Goldman 2003; Fiacco and
McCarthy 2006). Finalmente, todas las uniones y la arquitectura en la que
estan dispuestos los astrocitos también les otorga una funcién estructural
(Sofroniew and Vinters 2010).

4.2. Astrogliosis reactiva.

La astrogliosis reactiva se define como un espectro de cambios moleculares,
celulares y funcionales que ocurre en respuesta a un estimulo perjudicial en el
SNC. Es un estado que influye de forma potencial en todos los estados
alterados del SNC, incluyendo la lesion traumatica, la inflamacién autoinmune,
infeccion, formacién de tumores, exposicion a toxinas ambientales, alteraciones
metabdlicas periféricas y enfermedades neurodegenerativas. Los cambios que
llevan a la astrogliosis reactiva varian segun el estimulo que reciben los
astrocitos. Estas células se regulan de forma especifica por diferentes
moléculas sefializadoras y tienen el potencial de alterar la actividad normal de
los astrocitos llevando a una ganancia o0 a una pérdida de sus funciones
(Sofroniew 2014, 2020).
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4.2.1. Clasificacién astrogliosis.

A pesar de la variedad de cambios que sufren los astrocitos reactivos, su
principal caracteristica es que presentan sobreexpresion de la proteina glial
fibrilar acifica (GFAP) e hipertrofia celular. No obstante, estudios del
transcriptoma de astrocitos han identificado varios genes e incluso, dos
categorias de astrocitos: A1y A2 (Liddelow and Barres 2017).

Los astrocitos A1l son aquellos que up-regulan genes relativos a la inflamacion
(ejemplo: genes de la cascada del complemento) que promueven las
respuestas dafinas para el cerebro y los astrocitos A2 up-regulan factores
neurotréficos que promueven la supervivencia y el crecimiento de las neuronas
(Liddelow and Barres 2017). Se ha visto que los astrocitos del tipo A2 son
promovidos por lesion isquémica mientras que los astrocitos del tipo Al son

promovidos por estimulos pro-inflamatorios (Zamanian et al. 2012).

Finalmente, dependiendo de la intensidad de la astrogliosis, esta puede

clasificarse en tres categorias (Sofroniew 2014):

e Astrogliosis moderada: el astrocito sufre cambios en la expresion de
genes, aumentando la expresion de GFAP, y manifiesta distintos grados
de hipertrofia tanto del soma como de los procesos. Sin embargo, no
prolifera ni pierde el dominio que ocupa.

e Astrogliosis severa difusa: el astrocito sufre cambios en la expresion
génica y aumenta de forma considerable la expresiéon de GFAP vy
manifiesta una clara hipertrofia. Ademas, prolifera y se solapa con
astrocitos vecinos.

e Astrogliosis severa con formacién de cicatriz glial: la cicatriz glial se
genera tras la proliferacion de astrocitos dando lugar a nuevos astrocitos
con formas alargadas, cuyos procesos se solapan y forman un borde
compacto, llamado cicatriz glial, que aisla el tejido dafiado del sano pero

gue persiste aunque el estimulo cese.

4.2.2. Astrogliosis y Enfermedad de Alzheimer.
Es importante distinguir los cambios en los astrocitos que ocurren en el
envejecimiento de los que ocurren durante el desarrollo de una enfermedad

neurodegenerativa como es la EA. Esto es debido a que se ha relacionado la
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reactividad astrocitaria con la edad (Lynch et al. 2010). Algunos estudios
llevados a cabo en modelos animales han determinado cambios de la
expresion de GFAP (Cerbai et al. 2012; Diniz et al. 2010) y cambios en el
volumen y la morfologia de los astrocitos (Grosche et al. 2013; Rodriguez-
Arellano et al. 2015). Aun asi, se ha visto un efecto beneficioso: ratones y ratas
expuestos a ejercicio 0 a un ambiente envejecido presentan un aumento de
GFAP en la regiéon hipocampal e hipertrofia en los astrocitos, todo ello

coincidiendo con una mejora cognitiva (Sampedro-Piquero et al. 2014).

La relacidén entre astrocitos reactivos o astrogliosis y las placas amiloides es
muy estrecha. Una de las caracteristicas de las placas amiloides es la
presencia de un cllster de astrocitos reactivos que rodean y penetran los
depdsitos de AB, con el objetivo de fragmentarlos y aislarlos del tejido cerebral
(Perez-Nievas and Serrano-Pozo 2018). De hecho, en modelos animales de la
EA se han identificado grupos de astrocitos reactivos previos a la deposicion de
las placas amiloideas (Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al. 2003; Heneka et al.
2015), que producen factores pro-inflamatorios y up-regulan la expresion de la
sintasa del o6xido nitrico (INOS) (Heneka et al. 2015). Finalmente, se ha
demostrado que el numero de astrocitos reactivos asociados a las placas
amiloides aumenta a medida que la enfermedad avanza de forma
independiente al tamafio de la placa y de la presencia de ApoE (Pike,
Overman, and Cotman 1995; Vehmas et al. 2003).

En el cortex pre-frontal de pacientes con EA, se ha determinado que
aproximadamente el 60% de la poblacion total de astrocitos positivos para
GFAP son del tipo Al, demostrando la presencia de astrocitos reactivos pro-
inflamatorios en una region afectada por la neurodegeneracion (Liddelow and
Barres 2017). Como se ha indicado en el apartado 3.3 de esta introduccion, los
astrocitos reactivos producen factores neuroprotectores, pero a medida que
avanza la enfermedad, también generan factores pro-inflamatorios.
Concretamente, los astrocitos producen citoquinas (TNFa, IL-18 o IFNy),
guimoquinas (CCL4 o CXCL8), proteinas del sistema de complemento y oxido
nitrico (Heneka et al. 2015). También producen especies reactivas de oxigeno
(ROS), las cuales perjudican seriamente a las neuronas debido a que causan

dafios en el ADN, en la membrana de la mitocondria, incremento de la
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produccion del péptido AB (Moreira, Santos, and Oliveira 2007) vy

neurotoxicidad mediada por la glia en la EA (Angelova and Abramov 2014).

Todavia se desconoce si los astrocitos reactivos migran hacia las placas
amiloides o so6lo reorientan sus procesos. Esto es importante debido a que el
solapamiento o no de los astrocitos a otros dominios estaria influyendo en su
funcionalidad (Perez-Nievas and Serrano-Pozo 2018). Por ejemplo, se ha
descrito que los astrocitos de raton migran hacia las placas amiloides en
respuesta al CXCL10 (Lai et al. 2013), pero otro estudio en ratones
transgénicos APPswe/PS1dE9 confirmd que los astrocitos no alteran su

distribucion espacial (Galea et al. 2015).

Lo mismo ocurre en el caso de la proliferacién. Debido a que los estudios
utilizan el marcaje de GFAP para medir la cantidad de astrocitos, muchas
veces ocurre que los astrocitos en reposo estan por debajo del nivel de
deteccién y por lo tanto, se puede malinterpretar el resultado. Aun asi, algunos
estudios han encontrado un incremento de marcadores de division celular en
los astrocitos de pacientes con EA (Nagy et al. 1997; Wharton et al. 2005). Por
otro lado, otros estudios han llegado a la conclusion que solo la microglia
prolifera de forma significativa (Kamphuis et al. 2012; Luccarini et al. 2012;
Marlatt et al. 2014).

4.2.3. Lipidos en la fisiologia astrocitaria-neuronal.

El cerebro es un 6rgano rico en lipidos, compuestos principalmente por acidos
grasos de cadena larga poliinsaturados (LC-PUFA, de las siglas en inglés long-
chain polyunsaturated fatty acids), siendo un ejemplo el acido araquidonico.
Los &cidos grasos (AG) son los bloques bésicos para la generacion de lipidos
complejos y son eliminados por fosforilacion oxidativa (Barber and Raben 2019;
Kao et al. 2020).

Cuando existe escasez de nutrientes en el cerebro, los AG constituyen una
fuente de energia adicional (Rambold, Cohen, and Lippincott-Schwartz 2015).
Pero, las neuronas son incapaces de almacenar los AG en gotas lipidicas y si
se acumulan en el citoplasma son téxicos y perjudican la integridad de la
membrana mitocondrial (Nguyen et al. 2017). Por ese motivo, necesitan

asociarse a los astrocitos, los cuales si pueden almacenar los AG en gotas
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lipidicas y oxidarlos con el fin de transportar los metabdlitos resultantes a las

neuronas (Rambold, Cohen, and Lippincott-Schwartz 2015).

En estado de hiperactividad, las neuronas acumulan AG, incluyendo lipidos
peroxidados. Seguidamente, expulsan los AG en particulas lipidicas asociadas
con la proteina ApoE, las cuales son endocitadas por los astrocitos vecinos.
Estos incorporan los AG y los oxidan, de tal forma que los metabolitos
generados se transportan a las neuronas (loannau et al 2019). La peroxidacion
de lipidos es consecuencia del incremento de ROS, representando una
situacion dafina para las neuronas. Por lo tanto, los astrocitos protegen a las

neuronas metabolizando estos lipidos (Barber and Raben 2019).

De hecho la peroxidacién de lipidos es una caracteristica de aparicion
temprana en la EA (Kao et al. 2020). Ademas, tal y como se indica en el
apartado 3.1.2, la proteina ApoE esta relacionada con un mayor riesgo de
desarrollo de la EA y se encuentra asociado a los oligdémeros de AB (Huang
2006; Bu 2009). Concretamente, la variante ApoEe4 promueve la acumulacion
de AB, formando oligémeros, protofibrillas y fibrillas, e inhibe su eliminacion del
cerebro (Serrano-Pozo, Das, and Hyman 2021). En astrocitos, se ha visto que
esta variante afecta a la fagocitosis del AR y promueve acumulacion de
colesterol (Lin et al. 2018).

Otros elementos del metabolismo lipidico que se encuentran desregulados en
la EA son la fosfolipasa 2 (PLA2) y la fosfolipasa D (PLD). La PLA: esta
involucrada en la generacion del acido araquidénico (AA) y los niveles de
lipoproteina asociada a PLA2 se ven incrementados en la EA. La PLD es la
enzima que cataliza la hidrélisis de la fosfatidilcolina (PC) en acido fosfatidico
(PA) y en colina, la cual es un precursor en la sintesis de acetilcolina, y en EA

tiene un papel importante en la amiloidogenesis (Kao et al. 2020).

El PA también es un precursor del acido lisofosfatidico (LPA), un lipido
bioactivo que controla una amplia gama de respuestas celulares, como por
ejemplo la proliferacion, la supervivencia o la apoptosis. Tal y como se detalla
en el apartado 5, la PLA2, la PLD y el LDL, uno de los transportadores del
colesterol, estan involucrados en la sintesis y en la degradacion del LPA (Yung
et al. 2015; Geraldo et al. 2021).
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Varios componentes de la ruta de sintesis del LPA estan alterados en la
fisiopatologia de la EA. Como se describe en el apartado 4.2.3, los niveles de
PLA2 se encuentran aumentados en la EA y la PLD participa en la
amiloidogénesis (Kao et al. 2020). Ademas, se ha demostrado una correlacion
positiva entre el LDL oxidado y el péptido AB en el liquido cefalorraquideo
(Kankaanpaa et al. 2009). De hecho, el LPA gue forma parte del LDL oxidado
up-regula los niveles de expresion de la B-secretasa y la produccién de AB en
células de neuroblastoma, aunque no lo hace para la expresion de APP o la y-
secretasa (Shi et al. 2013). Ademas, el LDL oxidado altera la homeostasis de la

barrera hematoencefalica (Schreurs et al. 2013).

5. La sefializacién mediada por el receptor del acido lisofosfatidico.

El cerebro humano estd compuesto por una gran variedad de lipidos,
representando aproximadamente un 60-70% de su peso. Estos lipidos pueden
ser estructurales o bioactivos, y su funcién es la de mantener la integridad
estructural y la de regular la sefializacion inter e intracelular. Una de las familias
de lipidos bioactivos es la de los lisofosfolipidos (LPs), siendo el acido
lisofosfatidico (LPA) el miembro mas representativo de esta familia. EI LPA
interacciona con una familia especifica de receptores con 7 dominios
transmembrana acoplados a proteinas G heterotriméricas (GPCRs), los
receptores de LPA (LPARS). Estos receptores regulan importantes respuestas
celulares como la supervivencia, la migracion, la proliferacion o la apoptosis
(Figura 18) (Yung, Stoddard, and Chun 2014; Yung et al. 2015). La alteracion
de la sefalizacion controlada por LPA se ha estudiado ampliamente en
enfermedades neurodegenerativas, relacionandose, entre otras, con la EA
(Ramesh et al. 2018).

5.1. El 4cido lisofosfatidico.

El acido lisofosfatidico (mono-acil-sn-glicerol-3-fosfato, LPA) es un fosfolipido
bioactivo de pequefia masa molecular (430-480 Da) que se procesa durante la
sintesis de las membranas celulares y se localiza tanto en el espacio extra-
como intracelular (van Meer, Voelker, and Feigenson 2008). Se encuentra en
organismos vertebrados e invertebrados y es descrito como un potente agente
de sefalizacion que regula a una gran variedad de respuestas celulares tales

como la reorganizacion del citoesqueleto de actina, la migracion y/o la
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proliferacion celular (Choi et al. 2010; Yung, Stoddard, and Chun 2014; Yung et
al. 2015; Geraldo et al. 2021).

La forma mas utilizada en investigacion es la 18:1 oleoil-LPA (1-oleoil-2-hidroxi-
sn-glicero-3-fosfato), aunque existen otras formas de LPA segun la longitud y
posicion de la cadena de acido graso, asi como de su grado de saturacion.
Concretamente, las formas 18:2, 20:4, 16:1, 16:0 y 18:1 son particularmente
abundantes en el plasma, aunque también se ha identificado LPA en otros
tejidos y fluidos, incluyendo el tejido neural, el fluido cerebroespinal (CSF), el
fluido seminal, la orina, la saliva y el humor acuoso (Yung, Stoddard, and Chun
2014).

La figura 18 muestra de manera esquematica las rutas de sintesis y de
degradacion del LPA y las respuestas bioldégicas moduladas por la sefializacion
iniciada por este lipido. Brevemente, la mayor fuente de LPA extracelular
proviene de la sintesis controlada por la autotaxina (ATX), enzima que es
responsable del mantenimiento de LPA a concentraciones fisiolégicas en el
plasma tanto en el desarrollo embrionario como post-natal. Esta ruta de sintesis
se inicia a partir de la sintesis de los lisofosfolipidos (LPs) precursores del LPA:
lisofosfatidilcolina (LPC), lisofosfatidilserina (LPS) y lisofosfatidiletonalamina
(LPE), los cuales son movilizados por las enzimas fosfolipasa A1 o A2 (PLA1y
PLA2), a partir de los fosfolipidos de membrana fosfatidilcolina (PC),
fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) y para finalmente, ATX
sintetiza LPA a partir de los LPs anteriores (Yung et al. 2015; Geraldo et al.
2021).

De forma minoritaria, el LPA extracelular también se puede sintetizar a partir
del &cido fosfatidico (PA) obtenido de los fosfolipidos de membrana PC, PS y
PE mediante las enzimas fosfolipasas D1 y D2 (PDL:1 y PDL2). El PA se
modifica por la accion de las enzimas PLA1 y PLA2 para generar LPA. Ademas,
el LPA también puede sintetizarse en el espacio intracelular por cuatro rutas
diferentes: la ruta del monoacilglicerol (MAGK), la del acido
fosfatidico/fosfolipasa A1 o A2 (PA/PLA1 o PA/PLA?), la ruta de sintesis de la
glicerofosfato aciltransferasa (GPAT) y la modificacion oxidativa de la
lipoproteina de baja densidad (LDL) (Geraldo et al. 2021).
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La degradacion del LPA esta mediada por una gran variedad de enzimas, que
incluye tres tipos de fosfatasas (LPPs), la aciltransferasa de LPA, y varias
fosfolipasas, como por ejemplo PLA1 y PLA2. Un ejemplo de la degradacion de
LPA vendria dado por la LPA aciltransferasa, la cuél lo reconvierte en PA 'y
éste PA se hidroliza por el LPP o bien, se convierte en glicerol-3-fosfato por la

accion de las fosfolipasas (Yung et al. 2015).
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Figura 18. Rutas de sintesis y degradacion del LPA y respuestas bioldgicas que
activa a través de su interaccién con GPCRs. El &cido lisofosfatidico (LPA) activa a
diferentes miembros de la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRSs) y
modulan una gran bateria de respuestas celulares mediante Rho, Rac, MAPK y PLC.
Ademads, inducen a la producciébn de otros lipidos, como por ejemplo, las
prostaglandinas, a partir del acido araquidonico (A.A.), reaccion catalizada por la
ciclooxigenasa 2 (COX-2). El LPA extracelular tiene dos rutas de sintesis: la primera
consiste en la sintesis de lisofosfolipidos (LPC, LPE o LPS) a partir de fosfolipidos
(PC, PE o PS) catalizada por la aciltransferasa lecitina colesterol (LCAT) y la
fosfolipasa tipo Al (PLA:) o bien por las fosfolipasas de tipo Al y A2(PLA1/PLA)),

64



seguido de la sintesis de LPA por la enzima autotaxina (ATX); la segunda ruta
consiste en la obtencién de acido fosfatidico (PA) por la fosfolipasa D1 o D2
(PDL4/PDLy), y después, se obtiene LPA mediante PLAJ/PLA;. ElI LPA intracelular
puede ser sintetizado por cuatro rutas distintas: la del MAG, que convertido en LPA via
la MAG quinasa (MAGK); la de la lipoproteina de baja densidad (LDL); la del PA y la
del glicerol-3-fosfato (G3P). Por otro lado, el LPA puede ser eliminado por las
fosfatasas lipido fosfato (LPPs) convirtiéndolo en monoacilglicerol (MAG), por la
aciltransferasa acilglicerolfosfato (AGPTA) que lo convierte en PA y por la
aciltransferasa glicerolfosfato (GPAT) que lo convierte en G3P (Yung et al. 2015;
Geraldo et al. 2021).

Con respecto a la EA, el LPA no solo esta implicado en la generacion de A,
sino que el LPA se ha relacionado con el aumento de la fosforilacion de tau,
debido a que aumenta la actividad de la glucégeno sintasa quinasa-3 B (GSK-
3B). La fosforilacion de tau afecta a la retraccion de las neuritas y su exceso
esta relacionado con la neurodegeneracion (Ramesh et al. 2018). Por otra
parte, la administracion de gintonina, un compuesto que contiene LPA, bloquea
la generaciéon de ROS y la sobreexpresion de GFAP en ratones a los que
previamente se les indujo EA por inyeccion de APi-42 oligomérico (lkram et al.
2021) y rescata la funcion cognitiva tanto en los modelos animales (Hwang et
al. 2012) como en pacientes con la EA. Ademas, la gintonina parece que
facilita la ruta no amidoilogenica en la linea celular de neuroblastoma SH-SY-
5Y, aumenta la liberacion de acetilcolina y la expresion de la acetilcolina
transferasa en células progenitoras neurales e inhibe la activacion de la

microglia (Kim et al. 2018).

5.2. El receptor del acido lisofosfatidico tipo 1.

Las respuestas controladas por el LPA se inician tras su interaccion con los
receptores especificos (LPAR1-6). Esta familia de receptores esta compuesta
por seis miembros. Todos ellos estan acoplados a proteinas G heterotriméricas
(Gi2i13, Gg11, Giny Gs). La interaccion entre LPA y LPAR resulta en redes de
sefalizacion downstream que controlan distintos efectos fisiol6gicos, como ya

hemos mencionado anteriormente (Figura 18).

La isoforma 1 (LPAR1) es la forma mas abundante en el cerebro y la mas
estudiado (Xiao et al. 2021). El gen del LPARL1 se identificd por primera vez en
1996 en la zona ventricular de ratones de entre E12 a E18, y fue nombrado

como gen 1 de la zona ventricular (vzg-1, de las siglas en inglés ventricular
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zone gene-1) (Hecht et al. 1996). Recientemente, se ha sugerido que el LPAR1
podria tratarse de un nuevo marcador de células neurales progenitoras/células
madre (NSPC), mostrando un patron caracteristico de expresiéon en el giro
dentado adulto (Walker et al. 2016).

Estructuralmente, la isoforma humana de LPAR1 es una proteina de 364
aminoacidos con una sefal putativa de translocacion nuclear, un dominio N-
terminal acidico y un dominio C-terminal rico en cisteina que contiene una
estructura putativa de dedos de zinc. Su secuencia esta altamente conservada
por lo que podria ser un importante regulador de la funcidn nuclear (Xiao et al.
2021). De hecho, se ha detectado LPAR1 en el ndcleo en zonas de alta
actividad transcripcional (Waters et al. 2006) y ha sido sefialado como
modulador de la transcripcion génica de diferentes genes en el contexto del
cancer (Valdes-Rives et al. 2021; Xu et al. 2019).

El LPAR1 puede sefalizar a través de las proteinas Gaio, Gagii1 Y Ga12/13,
quienes activan a su vez a diversas rutas de sefializacion a través de PLC,
MAPK, PI3K, GTPasas Ras y Rho (Yung, Stoddard, and Chun 2014) (Figura
19). Estas rutas de sefializacién controlan respuestas biologicas relacionadas
con: supervivencia, proliferacion, adhesion, migraciéon, cambios en el
citoesqueleto, movilizacién del calcio, funcién inmune, mielinizacion e inhibicién
de la adenil ciclasa (Kihara, Mizuno, and Chun 2015; Yung et al. 2015), y junto
al LPAR2, contribuye a varios aspectos del desarrollo, funcién y respuesta a

lesion en el sistema nervioso (Geraldo et al. 2021).
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Figura 19. Cascadas de sefializacion celular controladas por el LPAR1. La
interaccion entre LPA y LPAR1 conlleva a la disociaciéon de las subunidades Ga de las
subunidades B y y. Depende de la subunidad a la que esté asociado, LPAR1 activa a
una u otra sefalizaciéon. La subunidad Gq12/13 controla las GTPasas Rho, la subunidad
Gagi11 controla la ruta de PLC y la subunidad Gaio controla a la ruta de PLC, de Ras y
de PI3K, e inhibe la adenilato ciclasa.

En conclusién, aunque el LPA se haya relacionado con la EA, no esta claro qué
papel tiene en la fisiopatologia de esta enfermedad y menos alun sus

receptores.
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Hipotesis

La Enfermedad de Alzheimer (EA) cursa, entre otras cosas, con un
hipometabolismo de la glucosa en el cerebro. Esta anomalia del metabolismo
de la glucosa se manifiesta décadas antes de la aparicion de sintomas y
marcas histopatologicas caracteristicas de la enfermedad (Tarczyluk et al.
2015). Llegar a descifrar el nexo entre el metabolismo de la glucosa en el
cerebro con la muerte neuronal podria ser clave para entender la progresion de
la neurodegeneracion y especialmente la EA. A este respecto, cabe destacar la
relacion funcional entre los diferentes linajes celulares presentes en el cerebro
y particularmente la relacién entre astrocitos y neuronas. Los astrocitos son las
células que abastecen de energia a las neuronas, ademéas de transferir
derivados de la glucosa proveniente del torrente circulatorio poseen el mayor
almacén de glucdégeno cuya movilizacion también se traduce en transferencia

de derivados de glucosa.

Los astrocitos en presencia de ABi-42 oligomérico cambian su funcionalidad,
traduciéndose éste en una afectacion negativa para la biologia de las neuronas
del sistema nervioso central (Wyssenbach et al. 2016). Considerando el papel
clave del péptido ABi42 en la fisiopatologia de la EA, en general y en el
metabolismo de la glucosa en particular, nosotros hipotetizamos que el péptido
AB142 promueve la degradacion del glucdégeno astrocitario hacia la ruta
biosintética de las hexosaminas con objeto de mediar modificaciones
postraduccionales por O-GIcNAcilacién de determinadas proteinas alterando su

funcion.
En base a esta hipotesis, los objetivos planteados en esta tesis doctoral son:

1. Identificar y caracterizar la ruta de sefializacion que conecta el péptido
AB1-42 con el metabolismo del glucogeno en astrocitos.

2. Estudiar el significado de la degradacion del glucégeno promovida por el
AB1-42 oligomérico.

3. Caracterizar el patron de O-GIcNAcilaciones producto de la accion del

AB1-42 oligomérico sobre los astrocitos
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4. Estudiar y comparar el significado de la O-GIcNAcilacién del LPAR1 en
astrocitos tratados con ABi-42 oligomérico respecto a su ligando natural
LPA.
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Material y métodos

1. Materiales

1.1. Reactivos.

Los reactivos de Sigma-Aldrich que fueron utilizados en este trabajo fueron:
bromuro de etidio, Igepal-360, ampicilina, kanamicina, isopropil (-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG), dithiotreitol (DTT), marcador de peso molecular
de proteinas (S8320) protease inhibitor cocktail (PIC), glucégeno de higado de
ternera, fosfoglucomutasa de musculo de conejo (PGM), glucogeno-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), B-nicotinamida adenina dinucleotidica fosfatada
hidratada (NADPH), B-nicotinamida adenina dinucleotidica fosfatasa hidratada
reducida (NADPH™"), acrilamida-bis-acrilamida 30 %, Dimetil sulféxido (DMSO),
streptomicina y penicilina, coldgeno de cola de rata, kit de ensayo de lactato
(Lactate Assay Kit), poli-L-lisina, medio LB y medio 2XYT. La sonda CM-
H2DCFCA se obtuvo en Molecular Probes, Invitrogen. Las enzimas de
restriccion (Xhol, EcoRl y BamHI) y la Gold Taq DNA polimerasa se obtuvieron
de Promega. La resina de glutation sefarosa (glutathione sepharose 4B), la
proteina G (protein G sepharose 4 fast flow) y la resina TALON Superflow
fueron obtenidos de GE Healthcare. EI medio de cultivo de la linea de
astrocitos humana inmortalizada (RPMI, BE04-558F) se obtuvo de Lonza y el
medio de cultivo de los astrocitos primarios de rata (IMDM, 12440061) se

obtuvo de Gibco.

1.2. Anticuerpos.

Los anticuerpos utilizados en este trabajo se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Relacién de anticuerpos utilizados. M: Monoclonal de ratén. R: Policlonal de
conejo.

Anticuerpo Tipo Referencia Casa Comercial
a-6xHis M SAB1305538 Sigma-Aldrich
a-Racl M 05-389 Millipore
a-EGFP M 632569 Clontech

a-AUS M MMS-135R Covance
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a-OGIcNAc M 05-1245 Millipore

a-GST R G7781 Sigma
a-6E10 M Al474 Sigma
a-GFAP M ab279289 Abcam
a-GFAP R GA524 Dako
a-HA M MMS-101R Covance
a-Mouse )
M A2554 Sigma
lgG
a-Rabbit IgG R A6667 Sigma
a-Mouse
M R37121 Invitrogen
Alexa 594
a-Rabbit .
R A11008 Invitrogen
Alexa 488
a-Rabbit .
R A31573 Invitrogen
Alexa 647
a-Mouse
IgG1 Alexa M A21240 Invitrogen
647

1.3. AR1-42 oligdmeros.

Son péptidos recombinantes que se generaron y purificaron en el laboratorio.
La metodologia empleada para ello, esta descrita en el apartado 2, subtitulo
2.4,
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2. Métodos
2.1. Cultivos celulares

2.1.1. Mantenimiento de la linea celular de astrocitos humanos
inmortalizados.

Las astrocitos humanos inmortalizados, T0280, son una linea celular de origen
humano obtenidos de un cerebro fetal de 18 semanas de gestacién e
inmortalizada mediante una transduccion de lentivirus con el antigeno SV40
Large T seguida de pases seriados y esta comercializada por la empresa abm,
USA.

Las células se cultivaron en medio RPMI-1640 con 25mM de HEPES,
suplementado con 10% de FBS, 10 ng/mL de estreptomicina y 5 unidades/mL
de penicilina y se mantuvieron en un incubador a 37 °C, con una atmosfera al
5% de CO2. Las placas donde se sembraron las células se recubrieron
previamente con 0.01% de colageno (Sigma-Aldrich) . En el caso de realizar
cultivos en coverslips, los vidrios se recubrieron con poli-L-lisina en una
dilucién 1:1000.

Los cultivos de mantenimiento presentaban una confluencia celular entre el
80% vy el 90%. A la hora de proceder a los tratamientos farmacolégicos, las
monocapas que crecian en medio RPMI con 10% FBS, se lavaron y se redujo
la concentracion de FBS al 1% durante 12 horas al cabo de las cuales los
culativos se trataron con 5uM de AB1-42 0 100nM de LPA a 37°C y a diferentes
tiempos como se indica en el capitulo de resultados. Cuando se preciso
estudiar los efectos de los inhibidores o péptidos recombinantes sobre la
sefalizacion intracelular mediada por APi-42, los cultivos se pretrataron con
estos compuestos: 70ng/ul de TAT-EGFP, TAT-RBD-PYGM o TAT-CRIB-
PAK1, durante 1 hora seguidos de la estimulacién con el ABi-42, o bien 10uM
Osmi, 12uM Thiamet-G durante toda la noche seguidos de la estimulacion con
el AB1-42.

2.1.2. Obtencion de astrocitos primarios de rata.
Los cultivos primarios de astrocitos fueron obtenidos de un cultivo mixto de
células precursoras de astrocitos, microglia y oligodendrocitos, que fue extraido

del cortex de rata neonatal PO-P2. Primero, se extrajo el cerebro de los nervios
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craneales y el tronco encefdlico, el cerebelo y el ganglio basal fueron
eliminados con el fin de aislar el cortex. A partir de ahi, se eliminaron las
meninges y posteriormente se realizd una digestion enzimatica con tripsina y
DNAsa | en Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS). La digestion se incubd
durante 15 minutos a 37°C y se par6 afiadiendo medio IMDM suplementado
con 10% de FBS Hyclone ™ (Fisher). Finalmente, las células y los tejidos

fueron recuperados por centrifugacion durante 5 minutos a 1000 rpm.

Seguidamente, se realiz6 una digestibn mecanica utilizando una jeringa estéril
con agujas de 21G y 23G con el fin de disociar la suspension de tejido. El
homogeneizado fue centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos y el pellet fue
resuspendido con medio IMDM suplementado con 10% de FBS Hyclone™. La
suspension celular fue sembrada en frascos de 75cm? previamente tratados

con poli-D-lisina (PDL), y se incub6 a 37°C en una atmosfera de 5% COs.

Tras 24 horas, el medio fue cambiado por nuevo medio IMDM suplementado
con FBS Hyclone™, con el fin de eliminar el debris celular. Este cambio de
medio fue realizado cada 3-4 dias y las células fueron incubadas hasta

alcanzar la maxima confluencia, siendo entre 9y 11 dias el tiempo requerido.

Una vez alcanzada la maxima confluencia, se aislaron los astrocitos. Para ello,
el frasco se agité durante 1h de forma constante a 37°C con el fin de eliminar la
microglia. Se reemplaz6é el medio por medio fresco y el frasco fue incubado
durante 12-16 horas en agitacion constante y a 37°C con el fin de eliminar los
oligodendrocitos. Al dia siguiente, se lavo la monocapa de células con Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) y se tripsinizdé durante 5 minutos a 37°C. Tras
ello, la monocapa de células fue resuspendida con 5mL de IMDM + 10% FBS
(Gibco) + 5% penicilina/estreptomicina y se centrifugd durante 5 minutos a
1000 rpm. El pellet fue resuspendido con 2,5mL y se sembraron la densidad
deseada en placas pre-tratadas con PDL.

2.1.2. Transfecciodn transitoria.

2.1.2.2. Transfeccion por electroporacion.
Las células se lavaron 2 veces con PBS atemperado y se tripsinizaron durante
5 minutos en el incubador. Al cabo de ese tiempo, se resuspendieron en medio

RPMI completo. 4x108 células resuspendidas en 200ul de medio RPMI sin FBS
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se afiadieron a una cubeta de electroporacion de 0.4 cm (Sigma-Aldrich),
conteniendo 20 yg de DNA (Tabla 2). Los parametros para la electroporacion
fueron 260 V, 950 uF en un electroporador (Gene Pulser Xcell™, Bio-Rad). El
volumen de la cubeta se recogio y repartiéo en dos pocillos de una placa de 6,
con 2mL de medio RPMI completo en cada pocillo. Los cultivos transfectados
se incubaron a 37 °C durante 24 horas y se deprivaron de FBS durante 24

horas adicionales.

Tabla 2. Relacion de pladsmidos de expresion eucariota utilizados.

Nombre Etiqueta Gen Obtencion
resistencia
pCEFL-HA HA Ampicilina Piero Crespo
pCEFL-HA-TAP-Rac1- AUS5 Ampicilina En el laboratorio
T17N
pEGFP-Rac1l-Q61L EGFP Ampicilina Nieves Movilla
pEGFP-C2 EGFP Kanamicina Clontech
pEGFP-LPAR1 EGFP Ampicilina Deron Herr
PEGFP-LPAR1T43A EGFP Kanamicina En el laboratorio
PEGFP-LPAR1T47A EGFP Kanamicina En el laboratorio
PEGFP-LPAR1T43A-T47A EGFP Kanamicina En el laboratorio
pCEFL-HA-PYGM HA Ampicilina En el laboratorio
pEGFP-Racl EGFP Kanamicina Nieves Movilla

2.1.2.3. Transfeccion con lipofectamina.
Las células se sembraron en coverslips previamente tratadas con poli-L-lisina
como se indica en el apartado 2.1.1. Cuando llegaron al 70% de confluencia,

se lavaron tres veces con PBS y se afladié medio RPMI con 1% de FBS.

La transfeccion se llevé a cabo con Lipofectamine 3000 (Invitrogen) siguiendo

las instrucciones del fabricante. La solucién de lipofectamina en medio Opti-
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MEM se prepar6 con 1,5l de lipofectamina en 25 ul de medio. En otro tubo
aparte, se prepard una solucién con 0,5ug de ADN a transfectar (Tabla 2) y 2l
de P3000 Reagent en 25ul de medio Opti-MEM. A continuacion, se afiadio la
solucién de ADN a la solucion de lipofectamina y se incubé durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron los 50ul de la mezcla a un
pocillo de 24 con 300ul de medio 1% FBS. Las células se incubaron 24 horas

antes de realizar el ensayo.
2.2. Tecnologia del DNA recombinante.

2.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa.

La amplificacion de fragmentos de ADN por PCR se realiz6 mediante un
procedimiento estandar. Se preparé una mezcla que contenia 200 uM de cada
uno de los cuatro desoxirribonucleétidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Sigma), 10 pmol de cada uno de los cebadores, 2 mM MgClz, 0.5 u/uL Ampli
Tag Gold polimerasa (Applied Biosystem) y entre 10 y 100 ng ADN molde; todo
ello diluido en el tampdén de reaccion suministrado por el fabricante. Las
reacciones se realizaron en el termociclador GeneAmp® PCR System 2700
(Applied Biosystem). Los ciclos se iniciaron a 95 °C durante 10 minutos;
seguidos de 35 ciclos de amplificacién. Cada ciclo de amplificacién consistié en
95 °C durante 30 segundos; seguidos de 30 segundos a la temperatura de
fusion menor de la pareja de cebadores menos 5 unidades y otros 30 segundos
a 72 °C. Al finalizar los 35 ciclos, las muestras se incubaron 10 minutos a 72 °C

y se almacenaron a 4°C.

2.2.2. Purificacién de ADN a partir de un gel de agarosa.

El ADN amplificado se aislé y se separ6 por electroforesis de agarosa al 1% o
2%, dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar, en tampon TAE (40
mM Tris Acetato, 2 mM Na2EDTA, Sigma-Aldrich) y en presencia de bromuro

de etidio.

Las bandas de interés se escindieron del gel con un bisturi estéril, visualizando
a través de un transiluminador de luz ultravioleta (CHEMIDOC XRS (Bio-Rad).
La extraccion del ADN del gel se realiz6 con QIAquick® Gel extraction kit
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema se basa en

la adsorcion selectiva de ADN a una membrana de gel de silice en presencia
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de una alta concentracién de sales (la presencia de una sal caotrdpica, el
tiocianato de guanidinio, facilita ademas la solubilizacion de la agarosa).
Después de un lavado el ADN se eluyd en un tampon Tris pH 8.5 de baja

concentracion de sales.

2.2.3. Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

Se prepar6 una mezcla que contenia 1-2 ug de ADN, 2 unidades de enzima por
microgramo de ADN y el tampon apropiado para el enzima, en un volumen final
de 20 uL. La mezcla se incubd de 1 a4 h a 37 °C y los fragmentos de ADN se
purificaron mediante electroforesis en geles de agarosa como se ha descrito en
el apartado 2.2.2.

2.2.4. Construcciones pGEX-LPAR1 y mutantes en pEGFP-LPARL.

En el caso de la construccion pGEX-LPAR1, el producto de digestién con las
enzimas de restriccion BamHI y Xhol (Promega) del plasmido pcDNA3.1-V5-
His-LPAR1 se clon6 en pGEX-4T3 (GE/Healthcare). Este se digiri6 con las
mismas enzimas de restriccion y posteriormente se defosforilaron los extremos
del vector abierto con fosfatasa alcalina. Tanto el vector defosforilado como el
producto de digestidn se separaron en un gel de agarosa y se purificaron como

se indica en la seccion 2.2.2.

En el caso de las construcciones pEGFP-LPAR1™3A, pEGFP-LPAR1™A y
PEGFP-LPAR1T3A+T47A " |os productos de digestion con las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol (Promega) de los plasmidos pGEX-LPAR1T43A, pGEX-
LPAR1T47A y pGEX-LPAR1T43A+T47A se clonaron en pEGFP-C2 (Clontech). Este
se digiri6 con las enzimas de restriccion Bglll y Xhol (Promega) y
posteriormente se defosforilaron los extremos del vector abierto con fosfatasa
alcalina. Tanto el vector defosforilado como los productos de digestion se
separaron en un gel de agarosa y se purificaron como se indica en la seccion
2.2.2.
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2.2.3. Clonaje de productos de PCR.

2.2.3.4. Construcciones pTAT-RBD-PYGM, pTAT-CRIB-PAK1, pTAT-OBD-
LPARL Yy pTAT-OBD-LPARLT43A+T47A

Los productos de PCR se clonaron en el vector pTAT-EGFP-HA. Este se digiri6
con las enzimas con las que se trataron los productos de PCR (Xhol y EcoRI),
posteriormente se defosforilaron los extremos del vector abierto con fosfatasa
alcalina. Esta digestion escinde el EGFP, quedando el vector sélo con las
etiquetas 6xHis y HA. Tanto el vector defosforilado como los fragmentos de
PCR digeridos se separaron en un gel de agarosa y se purificaron como se
indica en la seccion 2.2.2.

En la tabla 3 se indica la secuencia aminoacidica de ambos péptidos y el

tamario total del constructo.

Tabla 3. Péptidos TAT del laboratorio de GTPasas y Neurosefalizacion. Se detalla la
secuencia de aminoacidos que corresponde la regién, el numero de pares de bases
totales que contiene la secuencia final del péptido y su tamafio.

Nombre del Secuencia aminoacidica NUmero de Tamanfo
péptido pares de total del
RBD/CRIB bases del constructo
constructo (kDa)
TAT-CRIB-PAK  FYRSILPGDKTNKKKEKERP 200 7.1
EISLPSDFEHTIHVGFDAVTG
EFTGMPEQWARLLQT
TAT-RBD-PYGM EKARPEFTLPVHFYGHVEHT 404 14.81
SQGAKWVDTQVVLAMPYDT
PVPGYRNNVVNTMRLWSAK
APNDFNLKDFNVGGYIQAVL
DR
TAT-OBD-LPAR1 RSGKHLATEWNTVSKLVMG 69 3,43
LGIT
RSGKHLAAEWNAVSKLVMG 69 3,43
TAT-OBD-
LPAR 1T43A+T47A LG IT
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2.2.4. Transformacién en bacterias.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de reaccion de 10 uL que
contenia: 5 pL del tampoén de reaccion, 50 ng/pL de vector desfosforilado, 1
unidad de ADN ligasa T4, 2 pyL de producto de PCR de interés y 1 yL de H20
grado biologia molecular. Esta mezcla se incubé a 16°C durante toda la noche.

Se transformo el producto de la ligacion en bacterias competentes E. coli de la
cepa DH5a (TAKARA) y/o E. coli XL1 Blue (Stratagene). Brevemente, se
afiadieron 2 yg de ADN y 50 pL de bacterias en tubos de polipropileno. La
mezcla se incubd durante 30 minutos en hielo, seguido de una exposicioén a 42
°C durante 45 segundos, posteriormente las bacterias se incubaron en hielo

durante 2 minutos.

A continuacion se afiadieron 300 yL de medio S.O.C. (Sigma) y las bacterias
se incubaron en agitacion 220 r.p.m. durante una hora a 37 °C. Finalmente, se
sembraron 60 uL de cultivo liquido bacteriano en placas LB agar que contenian
el antibidtico de resistencia del plasmido sembrado (100 ug/mL de ampicilina o
50 pg/mL de kanamicina) y se incubaron en la estufa a 37 °C durante 16-18

horas.

2.2.5. Purificacién de ADN plasmidico.

El procedimiento para purificar el ADN plasmidico se basa en la metodologia
de lisis alcalina seguida de una precipitacion y purificacién del ADN en una
columna de intercambio i6nico (silice-dietilaminoetanol). EI ADN se une a la
columna en condiciones apropiadas de pH y concentracién de sales, los
contaminantes se eliminan en un lavado con tampén de fuerza i6nica
intermedia. El ADN se eluye en un tampon de alta concentracion de sales. Por
altimo, y si el caso lo requiere; el ADN se precipita con 0.1 volimenes de 3M
Acetato de sodio (Sigma) y 0.7 volumenes de isopropanol (Sigma), para

concentrarlo y precipitarlo.

En funcidn de las necesidades experimentales se utilizo el kit NuceloSpin®
Plasmid (Macherey-Nagel) o el kit GenElute™HP Endotoxin-Free Plasmid
Maxiprep Kit (Sigma).
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2.2.6. Mutagenesis dirigida.
La mutagénesis dirigida es una técnica de biologia molecular que se utiliza
para cambiar pares de bases puntuales de la cadena de ADN. Y cuya proteina

generada puede presentar una pérdida o ganancia de funcién.

Para realizar la mutagénesis dirigida se utilizé el kit QuickChange Il Site-
Directed Mutagenesis (Agilent). Los cebadores se disefiaron cumpliendo las

siguientes caracteristicas:

e La temperatura de fusién del cebador (melting temperature, Tm) debe
de ser igual o mayor de 78°C.

e Deben de contener entre 25 y 45 pares de bases. Aunque se pueden
utilizar cebadores con mas de 45 pares de bases, las posibilidades de
formacién de estructuras secundarias que afectan a la eficiencia de la

reaccion de mutagenesis son mayores.

Para estimar la Tm, se utilizo la siguiente formula:

Tm=81'5 + 0'41(% G-C) — 675/N - % bases no complementarias

Donde N es el numero total de bases del oligonucleétido y %G-C es el
porcentaje de guaninas y citosinas que contiene el cebador. Los cebadores

disefiados se recogen en la tabla 5.
Tabla 5. Encebadores utilizados para generar las mutaciones del LPAR1.

Mutaci6 Encebador Melting

n a temperatur

generar e (Tm)

T43A Fw: 80°C

GGAAAGCATCTTGCCGCAGAATGGAACACAG

Rv:

GACTGTGTTCCATTCTGCGGCAAGATGCTTTCCA
C
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T47A Fw: 80,29°C
GCCACAGAATGGAACGCAGTCAGCAAGCTGG
Rv:
CCAGCTTGCTGACTGCGTTCCATTCTGTGGC
T43A Fw: 82°C
T47A

GCCGCAGAATGGAACGCAGTCAGCAAGCTGG

Rv:

CCAGCTTGCTGACTGCGTTCCATTCTGCGG

La reaccion y el programa de mutagenesis (tabla 6) se disefié siguiendo el

protocolo proporcionado en el kit.

Tabla 6. Programa de mutagenesis dirigida utilizado para la generacion de pGEX-

LPAR1™A pGEX-LPAR1™Ay pGEX-LPARILT43ATATA

Temperatura Tiempo (min:seg) Ciclos
95°C 0:30 1
95°C 0:30 16
55°C 1:00

68°C 11:00

4°C %0 1

Una vez terminada la reaccion de mutagenesis, se afiadio 1yl de la enzima

Dpnl, se incubd 1 hora a 37°C y se transformd en bacterias supercompetentes

XL1-Blue proporcionadas en el mismo Kit.

A partir de las colonias de bacterias transformadas, se purificé el plasmido y se

envio a secuenciar por el método Sanger a Eurofins Genomics.
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2.3. Induccidn de la expresion de proteinas recombinantes en bacterias.
El protocolo de induccion de la expresion de proteinas en bacterias varia en

funcién de la proteina a purificar y se detalla en los siguientes subapartados.

2.3.1. Proteinas expresadas en el vector pGEX.

Una colonia de bacterias se puso a crecer en 50 mL de medio de cultivo 2XYT
(Sigma) en presencia de 100 pg/mL de ampicilina durante toda la noche en un
agitador a 220 r.p.m. a 37 °C. A la mafana siguiente se diluyo el cultivo diez
veces en medio 2XYT en presencia de ampicilina y se dejo crecer en agitacion
a 220 r.p.m. a 37 °C durante una hora. Al cabo de este tiempo se afiadié 1 mM
IPTG (Sigma), durante 4 horas en agitacion. Finalmente, las bacterias se
concentraron por centrifugacion a 4000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C,

descartandose el sobrenadante.

2.3.2. Péptido AB1-42.
El vector que expresa el péptido ABi-42 (pPET-Sac-Ap(M1-42)) se transformd en

bacterias E. coli de la cepa ArcticExpress (DE3) (Agilent Technologies).

Para inducir y producir el péptido AB1-42, se partio de un cultivo crecido a 37°C y
220 r.p.m durante la noche en medio 2XYT (Sigma) y suplementado con 100
pug/ml de ampicilina. Al dia siguiente, se diluyé en una proporcién 1:50 con
medio 2XYT sin antibidtico y se incub6 a 30°C y 235 r.p.m. durante 3h. Una vez
transcurrido ese tiempo, se puso el cultivo a 13°C y se afiadi6 1mM de IPTG
(Sigma) para inducir la expresion de la proteina. La induccion se llevé a cabo
durante 24 horas adicionales y las bacterias se recogieron por centrifugacion a
4000 r.p.m. durante 15 minutos a 4 °C, descartandose el sobrenadante.

2.4. Purificacion de proteinas.

2.4.1. Proteinas de fusion con cola de Histidinas: los péptidos TAT-RBD-
PYGM, TAT-CRIB-PAK1y TAT-OBD-LPAR1, TAT-OBD-LPAR1T43AT47A,

Los cultivos bacterianos se lisaron con 6 mL de solucion de lisis (8M urea, 1mM
PMSF en 1xPBS) y se incubaron a 4°C durante 20 minutos, seguido de un

paso de centrifugacion a 13500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

La resina TALON Superflow (GE Healthcare) se equilibro tres veces con
solucion de equilibrado (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, pH 7,4) vy
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posteriormente, se incubo el sobrenadante del lisado obtenido previamente con
la resina equilibrada durante 1 hora a 4°C en un agitador orbital. Los complejos
se lavaron tres veces con solucion de lavado (50mM NaH2PO4, 300mM NacCl,
5mM imidazol, pH 7,4). Los péptidos se eluyeron con 400ul de solucién de
eluido (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 150mM imidazol, pH 7,4), incubando los
complejos durante 15 minutos a 4°C en un agitador orbital. Posteriormente, se
centrifugaron a 4000r.p.m. durante 1 minuto a 4°C y se recogio el eluido. Este
ultimo paso lo repetimos 4 veces, obteniendo un total de 1600ul de solucion de
péptido total. Finalmente, el eluido se dializ6 contra una solucion de 50mM
NaH2PO4, 300mM NacCl, 2,5 mM imidazol, pH 7,4 durante la noche y después,

contra una solucion de 50mM NaH2PO4y 300mM NaCl durante dos horas.

Una vez terminada la didlisis, se recogio la proteina y se cuantific6 mediante el
meétodo Bradford antes de ser congelada en distintas alicuotas a -80°C hasta

Su uso o hasta aproximadamente 6 meses.

Al final de cada paso de purificacion, se separaron las proteinas por
electroforesis en SDS-PAGE al 15%. Una vez finalizada la electroforesis, el gel
se tifid con Azul Coomassie (0,1 % Brilliant blue G (Merck), 45% Metanol
(Merck), 45% H20, 10% Acido Acético Glacial (Panreac). Posteriormente para
visualizar las proteinas se destifié con una mezcla de 10% Metanol (Merck),
10% Acido Acético Glacial (Panreac) y 80% H-20.

2.4.2. Proteinas expresadas en el vector pGEX (GST-PAK1, Sonda GYSC,
GST-Rs, GST-LPAR1, GST-LPAR1™3A  GST-LPAR1™A 'y  GST-
LPAR1T43A+T47A),

El pellet bacteriano se resuspendié en 6 mL de tampdn de lisis (20% Sacarosa,
10% glicerol, 50 mM Tris-HCI pH 8, 200 mM Na20sS2, 2 mM MgClz, 2 mM DTT,
1 mM PMSF, 1 mg/mL Aproteina, 1 mg/mL Leupeptina). A continuacién, se
sonico la suspension durante 4 rondas de sonicacion (Misonix Inc. Microson™
Ultrasonic Cell Disruptor XL Model DU-2000) a 5000 ym de amplitud de onda
durante 10 segundos cada uno, con un turno de reposo de 10 segundos entre
ellos, manteniéndose la muestra en todo momento en hielo. En el caso de las
proteinas GST-LPAR1, se aumentaron las rondas de sonicacién hasta 6, de 20

segundos cada una, y el descanso entre cada una fue de 40 segundos.
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El producto de la sonicacién se centrifugé a 14.000 r.p.m. y se recogi6 el
sobrenadante. En el caso de GST-PAK1 se dividié en alicuotas para guardarlo
congelado a - 80 °C, mientras que en el caso del resto de proteinas de fusion
se continué su purificacion utilizando la resina de Glutation Sefarosa (GE
Healthcare). Para ello, se equilibré 50uL de resina tres veces con 1mL de
tampon de lisis y centrifugando 1 minuto la mezcla a 4000 r.p.m. y 4°C. Una
vez equilibrada, se junto la resina junto al sobrenedante obtenido tras el paso
de sonicacion y se incub6 durante 1 hora a 4°C en rotacion constante. Tras
ello, se lavé dos veces los complejos con 1mL de tampon de lisis.

En el caso de la sonda GST-GYSC y de GST-Rs, la resina fue equilibrada con
tampon de equilibrado (50mM Tris-HCI pH 7.5, 50mM NaCl, 5mM MgClz, 1mM
PMSF, 1mM DTT). Las proteinas se eluyeron con el tampén de eluciéon (50mM
Tris-HCI pH 8, 150mM NacCl, 5mM MgClz, ImM PMSF, 1mM DTT, 10mM L-
glutation reducido) y se dializaron con el tampoén de dialisis (50mM Tris-HCI pH
8, 150mM NacCl, 5mM MgClz, 2.5 CaClz, 1ImM DTT). En el caso de las
proteinas GST-LPARL, los complejos se disociaron con 50 yL de tampdn de

carga 2x y se hirvieron las muestras 10 minutos a 95°C.

En los casos que lo requerian, para comprobar que la proteina de interés se
habia expresado, se cogieron 50 uL de lisado bacteriano y se afiadieron 50 yL
de tampdn de carga. Las proteinas se separaron por electroforesis en SDS-
PAGE al 10%. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tifid con Azul
Coomassie (0,1 % Brilliant blue G (Merck), 45% Metanol (Merck), 45% H20,
10% Acido Acético Glacial (Panreac). Posteriormente para visualizar las
proteinas se destifio con una mezcla de 10% Metanol (Merck), 10% Acido
Acético Glacial (Panreac) y 80% H:0.

2.4.3. Péptido A B 1.42.

2.4.3.1. Extraccion del péptido AB1-42.

El protocolo de purificacion se basd en la metodologia descrita por Walsh y
colaboradores (Walsh et al. 2009). Brevemente, el pellet bacteriano se
resuspendio con 10mL de tampon A (10mM TrisHCI, 1mM EDTA; pH=8) y se
sonicd durante 2 minutos al 50% de potencia y 0,5 ciclos. Se centrifugo la

muestra a 13500 r.p.m. durante 10 minutos y se descartd el sobrenedante. El
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pellet resultante se volvié a resuspender con tampén A y el paso anterior se
repiti6 dos veces mas con las mismas condiciones de sonicacion vy
centrifugacion, descartando el segundo y el tercer sobrenedante que se obtuvo.
El tercer pellet se resuspendié con 5mL de 8M de urea en tampdn A y se
incubo 15 minutos en hielo para posteriormente volver a realizar un dltimo paso
de centrifugacidon y sonicacibn en las mismas condiciones. EI ultimo

sobrenadante se recogio y se diluyé hasta 20mL con tampén A.

2.4.3.2. Cromatografia de intercambio idnico.

A continuacion, se realizé una cromatografia de intercambio i6nico. Para ello se
utilizaron dos columnas de 1mL UNOsphere Q (BioRad) conectadas
secuencialmente al cromatégrafo NGC Chromatography System (BioRad).
Estas columnas poseen una resina con fuerte afinidad por aniones debido a
que esta constituida por el grupo N*(CHs)s. El ABi42 es afin a esta resina
debido a que esta cargada negativamente y queda retenido en ella, mientras

gue la mayoria de las proteinas de la muestra no lo hacen.

Primero, el sistema se limpié con agua destilada y se conectaron las dos
columnas. Seguidamente, se equilibraron las columnas con 20mL de tampdn A
(10mM TrisHCI, 1mM EDTA; pH=8), 20mL de tampdn B (10mM TrisHCI, 1mM
EDTA, 300mM NaCl; pH=8) y 40mL de tampon A utilizando un flujo de
1min/mL. A continuacién se cargaron 5mL de muestra de AB1-42 y se lavaron
las columnas con 15mL de tampon A. Una vez lavadas, se inicid el programa
de elucién: 5mL de tampdn A, un gradiente de 10mL totales de 0% al 100% de
tampén B (0-300mM de NaCl) y 5mL de tampon B. En la Figura 1 se indica un
cromatograma representativo del programa de elucion. El pico marcado en azul
corresponde a la fraccion de proteina eluida que mas concentrado se

encuentra el AB1-42.
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Figura 1. Cromatograma representativo del paso de elucién del A B 14
recombinante. Se sefiala en azul el pico correspondiente al A 83 142, €l cual se genera
entre 142mMy 211mM de NaCl.

Una vez se termind la cromatografia, se recogieron todas las muestras y se
almacenaron a -80°C hasta que se comprobé si contenian o no AB1-42 mediante
western blot. Los eluidos que se seleccionaron para el paso de concentracion,
didlisis y liofilizacion, comprendieron del eluido 4 (Figura 2A, Calle 10) hasta el
eluido 13 (Figura 2B, Calle 7).

85



N Y S X H o A D DY 2
\QJ \Q/ \Q) \Q/ \QI \& \\Q’ \\QI \\QJ g \\® A
A) PRPRPRPPR PP F wa:

a-6E10
-
e > D oy - ——
N 4 X o o A D O
W A% A% A% NWOAY AT N Y WBL
B) O’b' O’O’ O’b’ O’b’ O’b' O’b‘ Q’b’ O’b’ O‘b‘
a-6E10

Aby 4, — \...-— S——

Figura 2. Caracterizacion de los pasos de purificacion del A B 14.. Figura
representativa de las fracciones obtenidas a lo largo del proceso de purificacion. A)
Calle 1: Pellet de bacterias. Calle 2, 3 y 4: sobrenedantes durante los pasos de
sonicacion y centrifugacion, correspondiendo la calle 2 al sobrenedante 1, la calle 3 al
sobrenedante 2 y la calle 4 al sobrenedante 3. Calle 5: sobrenedante 4 antes de
cargar a la cromatografia. Calle 6: paso de lavado previo a la elucién. Calle 7: eluido 1.
Calle 8: eluido 2. Calle 9: eluido 3. Calle 10: eluido 4. Calle 11: eluido 5. Calle 12:
eluido 6. B) Calle 1: eluido 7. Calle 2: eluido 8. Calle 3: eluido 9. Calle 4: eluido 10.
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Calle 5: eluido 11. Calle 6: eluido 12. Calle 7: eluido 13. Calle 8: eluido 14. Calle 9:
eluido 15.

2.4.3.3. Concentracion, dialisis y liofilizacion.

Para descartar las proteinas de alto peso molecular (>30kDa) se utilizaron los
concentradores AMICON Ultra-30K (Sigma). Primero, se lavo el filtro con H20
destilada estéril centrifugando 20min a 4000 r.p.m. Posteriormente, se
concentraron las proteinas mayores de 30kDa en 200uL, centrifugando 30min
a 4000 r.p.m. Estas fueron descartadas y el volumen eluido se concentr6 en
tubos AMICON Ultracel-3K (Sigma) centrifugando 1 hora a 4000 r.p.m. El tubo
fue previamente lavado con H20 destilada estéril de la misma forma que el tubo
AMICON Ultra-30K. La muestra concentrada se dializo6 afiadiendo H20 de
grado biologia molecular y centrifugando 1 hora adicional a 4000 r.p.m.
Finalmente, la muestra de AB1-42 se liofilizé durante la noche en un liofilizador

(modelo). El liofilizado obtenido se pesoé y se congelo a -20°C.

2.4.3.4. Generacion de oligomeros.

Para realizar los experimentos con oligomeros de péptido AB1-42, los liofilizados
obtenidos en la purificacién del ABi-42 se procesaron siguiendo el protocolo
descrito por Klein (Klein 2002). Brevemente, se pesaron los liofilizados en una
bascula de precision y se afiadieron 735 ul de hexafluoroisopropanol (HFP)
(Sigma) por cada 3,1 mg de A1 liofilizado. Posteriormente, se disolvié el
liofiizado e presencia de HFP en un sonicador de bafio.y se repartié la
suspension en alicuotas de 10 y 15 uL, dejandolas secar en la camara de
extraccion. Una vez secos, se termind de secar los restos de HFP en un
concentrador de vacio durante 10 minutos (modelo) y se almacené el pellet a -
80°C.

La tarde anterior a realizar el experimento, se resuspendio este pellet con 5mM
de DMSO en medio Ham’s F12 llevandolo a una concetracion final de tarbajo
de 100 uM de APi-42. El volumen necesario de 5mM DMSO en medio Ham’s
F12 se calcul6 a partir del peso que se disolvio de ABi1-42, conociendo que su
masa molecular tedrica es de 4514,10 g/mol y teniendo en cuenta el volumen
total de HFP repartido en los tubos. La alicuota resuspendida se guardd a 4°C

durante toda la noche. En la Figura 3 se observa las distintas formas de AB1-42
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que se obtiene a partir de los liofilizados de AB1-42 recombinante comparado al

AB1-42 comercial (Bachem).

o o
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Oligémeros
a-6E10
Tetrameros <
Trimero s -
Dimero >
Monoémero -

Figura 3. Analisis de las formas de AB:.4. En la calle 1 se observan las formas de
AB1-42 obtenidas de la generacion de oligémeros del ABi-4> comercial y en la calle 2 se
observan las del ABis2 recombinante. En ambas muestras aparecen las formas
siguientes: mondmeros, dimeros, trimeros, tetrameros y oligbmeros.

2.4.4. Precipitaciéon de afinidad o pull down.

Para los ensayos de precipitacién por afinidad, el primer paso fue el de unir la
proteina de fusion GST-X a la resina de glutathione sepharose (GE
Healthcare). Primeramente la columna se equilibré con el tampén de lisis (10
mM Tris pH 7.6; 150 mM NacCl; 1% Igepal-360; 10 mM MgClz; 1ImM PMSF; 10
pMg/mL Aprotenina; 10 pg/mL Leupeptina), centrifugando tres veces durante un

minuto a 4000 r.p.m.

El acoplamiento se hizo pre-incubando 50uL de suspension de resina de
Gluthatione sepharose (GS) con 50 ug de proteina de fusion GST-X durante
una hora a 4°C. Con esto se consiguié que el domino GST de las proteinas de

fusion se uniese a la GS.
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Preparacion de la muestra a analizar: se partieron de 1,8 millones de astrocitos
por punto de andlisis; a los que se trataron con inhibidores o con el
correspondiente vehiculo durante una hora a 37 °C y se estimularon durante 30
minutos con ABi142 a 37 °C. La monocapa de células se lisaron en 500 uL de
tampon de lisis tras lavarlas tres veces con 1xPBS. Después de incubar el
lisado durante 20 minutos a 4 °C en en un agitador orbital, se centrifugd a
13.500 r.p.m. durante 10 minutos. Se recogieron 80 puL de sobrenadante como
muestra de lisado total. El resto del sobrenadante se incub6 1 hora a 4 °C en
presencia de la proteina de fusion acoplada a GS. Los complejos formados se
lavaron 3 veces con el tampon de lisis anteriormente descrito. Los complejos
fueron finalmente disociados resuspendiendo en 40 pL de tampdn de carga 2X
(125 mM Tris-HCI pH7.6; 10% glicerol; 0.001% azul de bromofenol; 2% de
SDS; 5% B-Mercaptoetanol).

2.4.5. Inmunoprecipitacion.

A diferencia de la precipitacion por afinidad, en este caso para enriguecer o
concentrar nuestra proteina utilizamos un anticuerpo especifico unido a
proteina A (GE Healthcare), el procedimiento es muy parecido. Brevemente,
una vez sometidos a los cultivos celulares a los diferentes tratamientos. Las
células se lisaron en tampon de lisis (20 mM Tris-HCI pH 7.4; 150 mM NacCl; 2
mM MgClz; 1 mM EDTA, 0.25% Deoxicolato sédico, 1 mM NaF; 1 mM NazVOs;
1% IGEPAL-360; protease inhibitor cocktail 1X; 1ug/mL Aprotinina, 100 mM
PMSF). Se recogieron 80 pL de esos lisados y se afiadieron 80 puL de tampdn
de carga 2X. El resto del lisado celular, se centrifugé durante 10 minutos a 4 °C
y 13.500 r.p.m. y se recupero el sobrenadante. Este sobrenadante se puso en
contacto con 5 uyL ( concentracién de anticuerpo en lugar de volumen) de
anticuerpo, durante 2 horas a 4 °C. Los inmunocomplejos se acoplan a 50 L
de sepharosa unida a la proteina A (GE Healthcare) pre-lavada con el tampodn
de lisis y se incubaron durante una hora a 4 °C. La resina se recogio
centrifugando los lisados durante un minuto a 4.000 r.p.m.; y se lavo con el

tampon de lisis tres veces.
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2.4.6. Cromatografia de afinidad con lectinas.

Se partieron de 2 millones de astrocitos por punto de andlisis; a los que se
estimularon durante 30 minutos con el agonista (APi142 0 LPA) a 37 °C. La
monocapa de células se lisé en 500 yL de tampon RIPA (50 mM Tris-HCI pH
7.4; 150 mM NaCl; 2 mM MgClz; 1 mM EDTA, 0.25% Deoxicolato sédico, 1 mM
NaF; 1 mM Na2VOs; 1% IGEPAL-360; protease inhibitor cocktail 1X; lug/mL
Aprotinina, 100 mM PMSF, 10 uM Thiamet-G) tras lavarlas tres veces con
1xPBS. Después de incubar el lisado durante 20 minutos a 4 °C en rotacion, se
centrifugd a 13.500 r.p.m. durante 10 minutos. Se recogieron 80 uL de
sobrenadante como muestra de lisado total. El resto del sobrenadante se
incub6 durante toda la noche a 4 °C con la resina WGA previamente
equilibrada con 3mL totales de tampon RIPA, centrifugando la resina entre
paso y paso durante 1 minuto a 4000 r.p.m. Los complejos se lavaron 3 veces
con 1mL de tampén RIPA. Los complejos son finalmente disociados
resuspendiendo en 40 uL de tampdn de carga 2X (125 mM Tris-HCI pH7.6;
10% glicerol; 0.001% azul de bromofenol; 2% de SDS; 5% B-Mercaptoetanol).
Cuando se realiz6 la cromatografia por afinidad para obtener las proteinas O-
GlcNAciladas a partir de un lisado celular con el fin de enviarlo a ser analizado

por espectrometria de masas, los complejos se incubaron con 200 u L de 20 u

M de GIcNAc durante 10 minutos a 4°C. Las muestras se centrifugaron durante
10 minutos y se envio el sobrenedante al servicio de proteémica de la
UPV/EHU.

2.5. Andlisis de la expresion génica por RT-PCR.

Se partieron de 5x10°8 células y se extrajo el RNA mediante el método triZOL
(Invitrogen). La preparaciéon se tratd con DNasa | (Sigma-Aldrich) para la
eliminacion de DNA en la muestra de RNA. Posteriormente, el RNA se
retrotranscribi6 en cDNA utilizando el High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del

fabricante, en una Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Con el cDNA resultante, se realizdé la amplificacion de los genes con el
colorante fluorescente SYBR Green (Power SYBR® Green PCR Master Mix,
ThermoFisher), utilizando las sondas TagMan (ThermoFisher) siguientes:
Hs00958093 ml1 (PYGL), Hs00989942 ml1 (PYGM) y Hs00765686_m1l
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(PYGB). Para el gen control (GAPDH) se utlizan los siguientes
oligonucledtidos: GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC como forward vy
TGGCAACAATATCCACTTTAC como reverse. Para evaluar la expresion de las

isoformas de LPARL1 se utilizaron los siguientes oligonucleétidos:

e LPARI1: ATCTATGTCAACCGCCGCTTCC (forward) y
CCGTCAGGCTGGTGTCAATGAG (reverse).

e LPAR2: ACGCTCAGCCTGGTCAAGACT (forward) y
GCATCTCAGCATCTCGGCAAGA (reverse).

e LPARS: GCTGCTCAACTCCGTCGTGAAC (forward) y
TGCCTGTGTCACTCCTGCTGAG (reverse).

e LPAR4: TCCTAGTCCTCAGTGGCGGTAT (forward) y
CAGGCTTGCGAAGAGTTCTCAG (reverse).

e LPARS: CTAGCCCTCTGGGTCTTCCT (forward) y
CAGTGGTGCAGTGCGTAGTA (reverse).

e LPARG: TCAGTAGTGGCAGCAGTAAGGA (forward) y

TCAGGCAGCAGATTCATTGTCA (reverse).

La amplificacion se realizé en una C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad) y los

resultados se analizaron con el software proporcionado por el mismo equipo.

2.6. Electroforesis en geles de acrilamida.

Las muestras que contenian el tampén de carga se hirvieron durante 5
minutos. En un gel desnaturalizante de poliacrilamida o fase resolutiva, se
cargaron 30 uL de cada muestra, junto con marcadores de peso molecular
conocido (Sigma-Aldrich) Los geles contenian 375 mM Tris (pH 8.8) (Sigma-
Aldrich), 0.1% SDS (Sigma-Aldrich), 0.1% persulfato amoénico (Sigma-Aldrich),
0.05% TEMED (Sigma-Aldrich), y el porcentaje indicado de acrilamida-Bis-
acrilamida 30% (Sigma-Aldrich). La fase de concentracion en la parte superior
del gel de separacién contenia la misma mezcla que la de separacion pero con
125 mM Tris pH 6,8 (Sigma-Aldrich) y 5% de poliacrilamida.

El gel de acrilamida cargado con las muestras se dispuso en un sistema de
electroforesis de Bio-Rad Mini Protean 3 en presencia de tampén de Tris-
Glicina-SDS (25 mM Tris pH 8.3; 192 mM Glicina; 0,1% SDS) (Sigma-Aldrich) y

se aplico una corriente constante de 100V durante 2 horas.
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2.7. Western blot.

Una vez resueltas las proteinas en funcién de su tamafo (apartado 2.6) , se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). Para ello, se preparé
el cassette de transferencias (Bio-Rad Mini Trans-Blot electrophoretic transfer
cell), y se afiadié a la cubeta el tampon de transferencia (20% Metanol en 25
mM Tris, 192 mM Glicina) (Sigma-Aldrich) realizandose el proceso de

transferencia en 2 horas a 100V constantes.

2.8. Inmunodeteccion.

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con 5% de leche libre de grasa
(Nestlé Sveltesse) 0 4% de albumina de suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) en
TBST (Tris Buffer Saline Tween: 25 mM Tris-HCI pH 7.5; 150 mM NacCl; 0.05%
Tween-20 (Sigma-Aldrich)) durante una hora a temperatura ambiente. Se
lavaron las membranas dos veces con TBST, se les afiadid el anticuerpo
primario, como se indica en el apartado de resultados, y se incubaron durante
una hora a temperatura ambiente. Se lavaron las membranas tres veces.
Finalmente se volvieron a incubar con un anticuerpo secundario conjugado a
HRP (Horseradish Peroxidase) anti-Raton IgG-HRP o anti-Conejo IgG HRP
(GE Healthcare). Las bandas inmunorreactivas se visualizaron mediante ECL
Plus (GE Healthcare).

Para re-incubar las membranas con otros anticuerpos, éstas fueron tratadas
con Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) como indica el fabricante
durante 15 minutos a temperatura ambiente en agitacion. Las membranas se
lavaron con abundante TBST durante 10 minutos, y se bloguearon e incubaron

con otros anticuerpos, tal y como se ha detallado en el parrafo anterior.

Los anticuerpos utilizados en este trabajo estan detallados en el apartado 1.2

de la seccién Material y Métodos.

2.9. Anédlisis protedmico. Identificacion de proteinas.

El analisis LC-MS/MS se realizo en el Servicio General de Protedmica-SGIKER
de la UPV/EHU. Se utilizé un espectrémetro de masas Q Exactive (Thermo
Scientific) acoplado a un sistema cromatografico Easy-nLC 1000 nanoUPLC

System (Thermo Scientific).
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Los péptidos digeridos se cargaron en una precolumna Acclaim PepMap100
(75 ym x 2 cm, Thermo Scientific) conectada a una columna analitica Acclaim
PepMap RSLC (50 ym x 15 cm, Thermo Scientific). Los péptidos se eluyeron
directamente al nanoES Emitter (Thermo Scientific) mediante un gradiente
lineal de 5% a 30% de acetonitrilo en 0.1% de &cido férmico durante 60 miny a

un flujo de 300 nl/min.

El espectrometro de masas Q Exactive se operé en modo “data dependent
acquisition (DDA)”. Los espectros MS se adquirieron a una resolucién de 70000
(m/z 200) y los espectros de fragmentacion a 17500 (m/z 200). Para la
selecciéon de los péptidos se utilizé una ventana de 2.0 th y para la
fragmentacion de los péptidos se aplicé una energia de colision normalizada de
28. El tiempo maximo de inyeccion fue de 120 ms para las adquisiciones MS y
MS/MS vy se utilizaron valores de AGC de 3x106 para las adquisiciones MS y
de 5x105 para las MS/MS.

Los espectros fueron procesados con Proteome Discoverer 1.4 (Thermo
Scientific). Se seleccion6 10 ppm y 0.05 Da como tolerancia para los
precursores y fragmentos respectivamente y se permiti6 un maximo de 1
omisién de corte para la tripsina. Se seleccion6 la carbamidometilacion de Cys
como modificacion fija y la oxidacién de Met y la adicion de N-Acetihexosamina
en Ser, Asn y Thr como modificaciones variables. Se utiliz6 una base de datos
SwissProt humana (version 2013 _09). Los resultados obtenidos se exportaron

a Microsoft Office Excel (Microsoft) para posteriores analisis.

2.10. Ensayo de actividad de la glucégeno fosforilasa.

El protocolo para medir la actividad de la glucégeno fosforilasa se adapté de
los trabajos publicados por (Mclnerney et al., 2002; Andersen and
Westergaard, 2002). Los cultivos sembrados en monocapas se lavaron tres
veces con 1x PBS frio y se resuspendieron en 500 pl de tampén TES (20 mM
Tris pH7,4, 1 mM EDTA, 225 mM Sucrosa, 2,5 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1
pg/ml Leupeptina, 1 pg/ml Aprotinina). La suspension de células se sometid a
dos turnos de sonicacion en un sonicador (Misonix Inc. Microson™ Ultrasonic
Cell Disruptor XL Model DU-2000) a 5000 ym de amplitud de onda durante 10
segundos cada uno, con un turno de reposo de 10 segundos entre ellos,

manteniéndose la muestra en todo momento en hielo. Las muestras al finalizar
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la sonicacion se centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C. La
fraccion soluble se transfirio a un tubo Eppendorf nuevo y la concentracion de

proteina se determiné por el método Bradford (Bio-Rad).

Para medir la actividad enzimatica, se utilizaron 100 ug de proteina total en
tampon de ensayo GP (83.33 mM KH2PO4 pH 7.5 (Sigma-Aldrich), 8.3 mM
MgCI2, 7.5 mM EDTA pH 8, 0.83 mM NADP+ (Sigma-Aldrich), 1.5 U/mL
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, Sigma-Aldrich), 1 U/mL
fosfoglucomutasa (PGM, Sigma-Aldrich), 1.66 mg/mL glucégeno (Sigma-
Aldrich).

Como blanco se utilizaron 100 ug de proteina total en el tampdn de ensayo sin
las enzimas G6PDH y PGM, ni los sustratos NADP+ y . El ensayo de actividad
se llevd a cabo incubando la mezcla de la reaccién a 37 °C durante 20 minutos

y la reaccién se par6 colocando la placa a sobre hielo 4 °C durante un minuto.

La absorbancia de las muestras fue detectada a 340 nm en un
espectrofotometro (Synergy™HT Multidetection Microplate Reader, BIOTEK).
La cantidad de NADPH formado se determind utilizando una curva estandar de

concentracion conocida de NADPH (Sigma-Aldrich).

2.11. Ensayo de O-GIcNAcilacién in vitro.

Para verificar la O-Glicosilacion del LPAR1 se siguié la estrategia planteada por
Yuzwa S y Vocadloo D (2017). Para ello, nosotros generamos el plasmido
PGEX-LPAR1, el cual codifica para la proteina de fusiébn GST-LPARL1 (ver
apartado 2.2.4). A partir de esta construccion, llevamos a cabo mediante
mutagenesis dirigida las siguientes variantes del LPAR1: pGEX-LPAR1T43A
PGEX-LPAR1™A y pGEX-LPAR1™3A*T47A " como se describe en el apartado
2.2.6. Estos plasmidos se co-transformaron en E.coli, cepa BL21 junto con el
plasmido pMAL-OGT o su mutante inactivo pMAL-OGT"67A  |os cuales
codifican para la proteina de fusibn MBP-OGTw.t. o MBP-OGT%7A (ver
apartado 2.2.4). Se indujo su expresion (ver apartado 2.3.1), afiadiendo una
incubacion adicional de 12-16 horas a 22°C y en agitacion constante a 220
r.p.m.. Una vez se concentraron las bacterias por centrifugacion a 4000 r.p.m.
durante 15 minutos a 4°C, se seleccionaron los clones doblemente positivos

como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Proteinas de fusion MBP-OGT, GST-LPAR1, GST-LPAR1™3* GST-
LPAR1™™A y GST-LPAR1™3*T47A  Colonias positivas para MBP-OGT (callel) y GST-
LPARL1 (calle 2)y doble positivas pMAL-OGT vy los pldsmidos GST-LPAR1 con sus
variantes (calles 4-7). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE vy los geles se
visualziaron con tincion de Coomasie.

La purificacion de GST-LPAR1 se realiz6 siguiendo los pasos del apartado
2.4.3.3. y se cargaron los lisados totales de bacterias antes de ser purificados
con la resina de glutathione sepharose y los purificados en un gel de acrilamida
SDS-PAGE al 8%.

2.12. Medicion de especies reactivas de oxigeno.

Se partieron de 150.000 células por condicion, tratadas o no con inhibidores y
posteriormente, con el agonista deseado (APi42 0 LPA). Se lavaron las
monocapas con 1xPBS dos veces, con cuidado de no levantar las células.
Posteriormente, se trataron con 5uM de sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen)
durante 20 minutos a 37°C y se lavaron dos veces con 1xPBS para retirar el
exceso de sonda. La fluorescencia se midio en en el fluorimetro Synergy™HT
Multidetection Microplate Reader, BIOTEK con una longitud de onda de
excitacion de 485nm y una longitud de onda de emisién de 530nm. Los datos

obtenidos se relativizan respecto al control negativo.
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2.12. Técnicas de inmunofluorescencia.

2.12.1. Expresion de GFAP en astrocitos.

Tras 72 horas de tratamiento o no con AB1-42, los astrocitos se lavaron 3 veces
con 1xPBS y se fijaron durante 10 minutos en una solucion de 4% PFA en
1xPBS. Tras lavar tres veces con 1xPBS, se bloque6 y permeabilizaron las
células incubandolas 1 hora con una soluciéon de 0.3% de Triton-X, 5% de BSA
en 1xPBS. Al terminar, se incubaron las células con a-GFAP (Dako) a 1:500 en
1xPBS durante toda la noche a 4°C. Después, se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad con Alexa 488 goat a-
Rabbit o con Alexa 647 donkey a-Rabbit (Invitrogen) (1:2000). Finalmente, se
tiferon los nucleos con DAPI a 1:6000 durante 10 minutos y se montaron las
muestras con fluoromont en un portaobjetos. Entre cada paso las

preparaciones se lavaron 3 veces con 1xPBS.

Las fotografias se tomaron en el microscopio confocal Leica TCS SP8
mediante deteccion secuencial y cuidando los niveles de exposicion a fin de
evitar la saturacion de pixeles en la imagen. Los parametros fueron los mismos
para todas las muestras de un mismo experimento con el fin de poder analizar
la fluorescencia de las células. Finalmente, las fotografias fueron procesadas

mediante el software ImageJ.

2.12.2. Marcaje de los depoésitos de glucégeno intracelular.

Para visualizar el glucdégeno celular por inmunofluorescencia, se utilizé la
proteina recombinante GST-GYSC y se adaptd el protocolo de Skurat y
colaboradores (Skurat et al. 2017).

Los astrocitos se lavaron tres veces con 1xPBS tras afiadirles los tratamientos
correspondientes e incubandolos el tiempo deseado a 37°C. Se fijaron con
metanol frio durante 6 minutos a -20°C y se permeabilizaron y bloquearon con
una solucion de 0.1% Triton-X, 5%BSA en 1xPBS durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente, se incubaron las células con 0.3ug/ml de sonda GYSC diluida
en solucion de blogueo durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez
terminada la incubacion, se incubaron 2 horas adicionales con el anticuerpo
primario a-GST diluido a 1:200 en la solucion de bloqueo. A continuacion, se

incubaron las células con Alexa 488 goat a-rabbit o Alexa 647 donkey a-Rabbit,
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diluido a 1:2000 en solucion de bloqueo, durante 1 hora a temperatura
ambiente y en condiciones de oscuridad. Finalmente, se tifieron los nucleos
con DAPI en una proporcion 1:6000 y se montaron los coverslips en
portaobjetos utilizando fluoromont. Entre cada paso las preparaciones se
lavaron 3 veces con 0.1% Triton-X en 1xPBS.

Las fotografias se toman en el microscopio confocal Leica TCS SP8 mediante
deteccion secuencial y cuidando los niveles de exposicion a fin de evitar la
saturacion de pixeles en la imagen. Los parametros fueron los mismos para
todas las muestras de un mismo experimento y se realiz6 un zoom en células
aleatorias de la muestra con el fin de visualizar mejor los depédsitos de
glucogeno. Finalmente, las fotografias fueron procesadas mediante el software
ImageJ.

2.12.3. Marcaje de los depédsitos de glucdgeno intracelular en tejido de
raton.

Para los analisis del glucégeno por inmunohistoquimica, se utilizaron rodajas
de 40um de cerebros de 6 animales de 18 meses: 3 ratones control y 3 ratones
3xTg-AD.

Primeramente, se realizé un antigen retrieval a las rodajas (H-3300, Vector
Laboratories) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los tejidos fueron
permeabilizados con etanol 100% frio durante 10 minutos a -20°C y se bloque6
a 4°C durante toda la noche en agitacion constante con tampén de bloqueo
(0.1% Triton-X, 5%BSA en 1xPBS). Al dia siguiente, se incubaron los tejidos
durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion constante con 0,5 ug/mL
de sonda GYSC diluida en tamp6n de bloqueo. Se lavaron 4 veces con 0.1%
Triton-X en PBS realizando un primer paso de 10 minutos de lavado en
agitacién constante y 3 pasos de 5 minutos cada uno. Los tejidos se incubaron
con 1:500 de a-GST y con 1:500 de a-GFAP diluidos en tampén de bloqueo
durante toda la noche en agitacion constante y a 4°C. Al dia siguiente, los
tejidos se lavaron 4 veces con 0.1% Triton-X en 1xPBS durante 5 minutos,
siendo de 10 minutos el primer paso de lavado. Seguidamente, los tejidos se
incubaron durante 1 hora en agitacion constante a temperatura ambiente con
1:500 de Goat a-Rabbit Alexa 594 y con 1:500 de Goat a-Mouse IgG1l Alexa
647 en 0.1% Triton-X en 1xPBS. Se lavaron 3 veces durante 5 minutos con
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1xPBS y se trataron con autofluorescence eliminator (Millipore) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los tejidos fueron incubados durante 8 minutos en
agitacion constante y a temperatura ambiente con DAPI y tras lavarlos 3 veces

con 1xPBS, se montaron con fluoromont.

Las fotografias se toman en el microscopio confocal Leica TCS SP8 mediante
deteccidn secuencial y cuidando los niveles de exposicion a fin de evitar la
saturacion de pixeles en la imagen. Los parametros fueron los mismos para
todas las muestras de un mismo experimento y se realiz6 un zoom en células
aleatorias de la muestra con el fin de visualizar mejor los depdsitos de
glucogeno. Finalmente, las fotografias fueron procesadas mediante los

softwares Hyugens e ImageJ.

2.12.4. Localizacién de Racl, PYGMy glucégeno.

Para hacer el triple marcaje en las células a Racl, PYGM y glucdégeno se siguio
la siguiente estrategia. Racl se marcé en verde transfrectando a los astrocitos
un plasmido que codifica para Racl wt etiquetado con la proteina fluorescente
EGFP. PYGM se transfectd con la etiqueta HA y el glucégeno se marcéd
utilizando la sonda GYSC.

Los astrocitos se lavaron tres veces con 1xPBS tras afiadirles los tratamientos
correspondientes e incubandolos el tiempo deseado a 37°C. Se fijaron con una
solucién de 4% de PFA durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras otros
tres lavados con 1xPBS, se bloquearon y permeabilizaron incubandolos con
0.3% de Triton-X, 5% de BSA en 1xPBS durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después, se incubaron con a-HA (Covance) diluido a 1:1000 en
1xPBS durante toda la noche a 4°C y con Alexa 597 goat a-Mouse (1:500)
durante 1 hora a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. Una vez
termina la incubacion con el anticuerpo secundario, se inicio la incubacion con
la sonda GYSC tal y como se indica en el apartado 2.12.2. Finalmente, los
ndcleos se tifieron con DAPI a 1:6000 y las muestras se montaron con

fluoromont en un portaobjetos.

Las fotografias se toman en el microscopio confocal Leica TCS SP8 mediante
deteccién secuencial y cuidando los niveles de exposicion a fin de evitar la

saturacion de pixeles en la imagen. Los parametros fueron los mismos para
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todas las muestras de un mismo experimento y se realiz6 un zoom en células
aleatorias de la muestra con el fin de visualizar mejor los depdsitos de
glucogeno. Finalmente, las fotografias fueron procesadas mediante el software

ImageJ.

2.14. Medicion glicolisis por Seahorse.
La medicion de la glicolisis de los astrocitos se realizd con el kit de Seahorse

Glycolitic Rate Assay (Agilent Technologies).

El dia del ensayo, se partié de 40.000 células por pocillo sembradas en medio
suplementado con 1% de FBS, tratadas o no con inhibidores, y posteriormente
con AB1-42. Se lavd la monocapa de células 1xPBS dos veces y se incub6 con
medio de ensayo (medio XF pH 7.4, Agilent Technologies) a 37°C en un
incubador de hipoxia durante 45 minutos. Durante este tiempo, se prepararé
5uM de Rotenona/antimicina (Rot/AA) y 500uM de 2-Deoxiglucosa (2-DG) en el
cartucho de ensayo previamente hidratado con H20 de biologia molecular
durante la noche anterior y después, durante 1 hora con solucion de calibrado
(Agilent Technologies) en la camara de hipoxia. Una vez transcurrida la
incubacion de las células, se carg6 el cartucho junto a la placa de células al
analizador de Seahorse (XFe96 Analyzer). Se configuro el puerto A para cargar
22 uL de 25mM Rotenona/Antimicina y el puerto B para cargar 25 pL de
500mM de 2-deoxiglucosa, con 4 inyecciones en cada condicion, afiadiendo 4
mediciones previas a la primera inyeccion de Rotenona/Antimicina. Cuando el
ensayo finalizé, se lisaron las células y se determiné la proteina total de los
lisados con el fin de normalizar los datos. Estos se analizaron con el software

Wave (Agilent) y se exportaron a Microsoft Excel.

2.15. Medicion de los niveles de lactato.

Las medicion de los niveles de lactato se realizo con Lactate Assay Kit (Sigma).
Se partieron de 2-10° astrocitos por punto de andlisis y se trataron con ABi-s2.
Las células se lisaron con 200uL de tampdn de ensayo y se centrifugaron a
13500 r.p.m. durante 10 minutos. La solucion de reaccion se prepard con 2uL
de sonda de lactato, 2uL de mix de enzimas, 26uL de muestra y 20uL de
tampon de ensayo. Se realizé una recta patrén de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 nmol de

solucién estandar. Las reacciones se incubaron durante 30 minutos en
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oscuridad y se midi6 la absorbancia a As7o. La concentracion de lactato en
ng/uL se calculé a partir de la recta patron y de la masa molecular del lactato
(89,07 ng/nmol).

2.16. Determinacion del glucégeno celular por espectrometria.

Para determinar el glucogeno por espectrometria, se basd la metodologia
descrita por Schnier y colaboradores (Schnier et al. 2003). Para ello, 3.2
millones de astrocitos fueron estimulados o no con 1uM de AB1-42 oligomérico o
100nM de LPA. Las células fueron lavadas con 1xPBS frio y se centrifugaron a
1200 rpm durante 5 minutos. El pellet celular fue resuspendido en 400uL de
30% de KOH y se hirvié durante 15 minutos. A continuacion, se afiadié 200uL
de Na2SO4 y el glucogeno se precipitd afiadiendo 1mL de etanol 100% y
centrifugando a 13500 rpm durante 10 minutos a 4°C. El pellet fue
resuspendido en 1mL de H20/H2S0O4 (ratio 3:7.6) con 0.15% de antrona y se
hirvio de nuevo a 95°C durante 15 minutos. La absorbancia fue medida en una
longitud de onda a 620nm en un espectrometro (Synergy™HT Multidetection
Microplate Reader, BIOTEK) y el contenido de glucogeno se calculé a partir de

una curva estandar de concentraciones de glucégeno conocidas.
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Resultados

1. Los oligdbmeros de ARi42 activan el eje Racl/PYGM en astrocitos

humanos inmortalizados

1.1. Los oligémeros de AB142 activan a la glucégeno fosforilasa.

Nuestro grupo ha descrito que la ruta de sefalizacion de Racl/glucogeno
fosforilasa (PYG) esta intimamente ligada a la respuesta inmune de los
linfocitos T (Arrizabalaga et al. 2012; Llavero et al. 2015; Llavero et al. 2016). Y
por otro lado, ha demostrado que, en el contexto de la enfermedad de
Alzheimer, los oligomeros de ABi-42inducen la activacion de Racl, controlando
tanto el programa de muerte neuronal (Manterola et al. 2013), como la
generacion de especies reactivas de oxigeno y la astrogliosis (Wyssenbach et
al. 2016).

En base a todo ello, nosotros planteamos examinar si la activacion de la
GTPasa Rac1 mediada por los oligdmeros de ABi-42 implicaba también la
activacion de la PYG. Para ello, cultivos de astrocitos humanos inmortalizados,
previamente deprivados de FBS durante 12-16 horas, se estimularon o no con
5uM de oligébmeros de ABi-a2a 37°C durante los tiempos indicados (Figura 1A),
las monocapas celulares se resuspendieron en tampon TES y se lisaron por
sonicacién. Las proteinas solubles de los lisados se cuantificaron por el método
de Bradford. Para llevar a cabo el ensayo enzimatico de actividad de la PYG,
se utilizaron 100 pg de proteina total por condicion y se siguié el protocolo
descrito en el apartado 2.11.1 de Materiales y Métodos.

Como muestra la Figura 1A, los oligdmeros de AB1-42 producian un aumento de
la actividad de la PYG, pasando de una actividad basal de 2,78 = 0,16
nmol/mg-min, a una actividad de 3,85 + 0,07nmol/mg-min a los 15 minutos de
tratamiento y llegando a la actividad maxima (4,76 + 0,26 nmol/mg-min) en 30
minutos para al cabo de 1 hora decaer a casi valores basales (3,19 £ 0,27
nmol/mg-min). Estos resultados sugerian que los oligdmeros de AB1-42 inducian
una activacion transitoria de la PYG, dandose su maxima actividad a los 30

minutos de exposicion a los oligémeros de AB1-42.

Una vez averiguado el tiempo minimo de exposicion a los oligémeros de AB1-42

al que se alcanza la maxima actividad de la PYG, quisimos determinar qué
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concentracion minima de AB1-42 oligomérico era necesaria para inducirla. Por lo
que, cultivos de astrocitos humanos inmortalizados, previamente deprivados de
FBS durante 12-16 horas, se estimularon o no durante treinta minutos con las
concentraciones de oligomeros de APi42 indicadas (Figura 1B). Las
monocapas celulares se resuspendieron en tampén TES y se lisaron por
sonicacion. Las proteinas solubles de los lisados se cuantificaron por el método
de Bradford. Para llevar a cabo el ensayo enzimatico de actividad de la PYG,
se utilizaron 100ug de proteina total por condicion y se siguié el protocolo
descrito en el apartado 2.11.1. de Materiales y Métodos.

Como muestra la Figura 1B, a partir de 1uM de oligdmeros de APi42 se
alcanzaba el valor maximo de actividad de la PYG, pasando de 2,91 + 0,168
nmol/mg-min (Figura 1B, barra 1) hasta 5,07 £ 0,169 nmol/mg-min (barra 3). A
concentraciones mayores de 1uM de oligdmeros de ABi-42 los valores de
actividad de la PYG fueron similares a los de 1uM, siendo de 5,10 + 0,196
nmol/mg-min (Figura 1B, barra 4) y de 4,99 + 0,20 nmol/mg-min (Figura 1B,
barra 5). Utilizando 0,5uM de A1-42 oligomérico los valores de actividad de la

PYG alcanzaron un valor medio de 3,68 + 0,233 nmol/mg-min.
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Figura 1. Los oligbmeros de ABis2inducen la activacion transitoria de la PYG en
astrocitos humanos inmortalizados. A) 1 millon de astrocitos por condicién se
estimularon con 5uM de Ai.42 a diferentes tiempos como se indica. B) 1 millon de
astrocitos por condicién se estimularon durante 30 minutos con las concentraciones de
AB1-42 indicadas. La actividad de la PYG se determiné midiendo la cantidad de NADPH
generado y se expres6 como nmol/mg-min. La gréfica representa la media + SEM de
tres experimentos independientes llevados a cabo por triplicado, y el andlisis
estadistico t-Student result6 ser significativo (**p<0,01; **p<0,001).
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Estos resultados nos permitieron establecer por un lado el tiempo de
exposicion de los cultivos celulares a los oligdmeros de ABi-42, asi como su

concentracion minima eficaz para activar la PYG.
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1.2. Los oligdémeros de AB1-42 activan la GTPasa Rac 1

En base al resultado anterior, examinamos la cinética de activacion de la
GTPasa Racl en presencia de los oligdmeros de ABi-42. Para ello, los cultivos
de astrocitos deprivados de FBS durante 12-16 horas, se trataron o no con
1uM de AB1-42a 37°C y a diferentes tiempos como se indica en la Figura 2. Al
finalizar la incubacion, las células se lisaron con tampon RIPA. Los lisados se
incubaron con la proteina de fusion GST-RBD de PAK1l previamente
conjugada a la resina de glutation sefarosa y los complejos de afinidad se
disociaron con tampon de carga, se separaron las proteinas por SDS-PAGE
seguidas de Western blot y las membranas se incubaron con anticuerpos

especificos, las bandas inmuno-reactivas se visualizaron con ECL.

Como se esperaba, los oligbmeros de ABi-42 inducian la activaciéon de Racl
(Racl-GTP), alcanzando su maxima activaciéon a los treinta minutos, para
posteriormente decaer a valores basales al cabo de una hora de tratamiento
con el ABi-42 oligomérico (Figura 2A, primer panel y Figura 2B). Los niveles de
expresion de Racl total se verificaron también por Western blot (Figura 2A,

segundo panel).

A)
1 mM Aby 4
Racl-GTP —p |

W.B.:

a-Racl

Racl —p

Min. 0 15 30 60 —

104



B)
250

Sokok
200
150-

100

% Racl-GTP/Rac total

0 I I 1
0 20 40 60

Tiempo (min)

Figura 2. Los oligbmeros de AP 142 inducen la activacion transitoria de Racl en
astrocitos humanos inmortalizados. 2 millones de células por condicién se trataron
0 no con 1pM de ABi4 como se indica. Los extractos celulares se usaron para A)
medir la activacién de Racl mediante precipitacion por afinidad o ensayo de pulldown
utilizando la proteina de fusibn GST-RBD-PAK (primer panel), y para determinar el
Racl total presente en la muestra (segundo panel). Es representativa de un
experimento independiente llevada a cabo por quintiplicado.. B) La cinética de
activacion de Racl representa la Media + SEM de las densitometrias de los 5
experimentos independientes. El andlisis estadistico de la t-Student resulté ser
significativo en treinta minutos de estimulacién (***p<0,001).

La activacion de Racl mediada por los oligbmeros de ABi-42 en astrocitos
seguia el mismo patrén que la activacion de la PYG, con un estado maximo de

activacion a los 30 minutos de exposicidn a los oligdmeros de AB1-42.

1.3. Niveles de expresion de las isoformas de la PYG en la linea humana
de astrocitos.

La PYG es una familia de proteinas constituida por tres isoformas: la de higado
(PYGL), la de musculo (PYGM) y la fetal o de cerebro (PYGB). Se ha
considerado que las tres son especificas de tejido u érgano, de ahi su nombre.
Contrariamente a este dogma, de la especificidad isoforma/tejido, nuestro
grupo desvel6 que la isoforma muscular (PYGM) se expresaba en linfocitos T y
era importante en el control de la migracion y proliferacién de este linaje
hematopoyético (Arrizabalaga et al. 2012). Esto nos hizo pensar que la PYGM,

al igual que las otras isoformas, podia expresarse en otros tejidos ademas de a
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los que originalmente se hace referencia. Entre estos tejidos o linajes celulares

se encuentran los astrocitos.

Para determinar la expresion de las isoformas de la glucogeno fosforilasa en la
linea de astrocitos humanos, se partid6 de 5 millones de células y se realizé la
extraccibon de RNA mediante el método TRYzol. Seguidamente, se
retrotranscribieron los RNA a cDNAs y se analizo la expresion de las distintas
isoformas de la PYG (B, L y M) por RT-PCR, (ver apartado 2.5 de Material y
Métodos). La proporcion de ARNm se obtuvo comparando los valores medios
del umbral del ciclo (Ct) de cada gen con los valores medios de Ct del gen

control gapdh, siguiendo la formula 22,

Como muestra la Figura 3, los astrocitos humanos expresaban las tres
isoformas de la PYG. La comparacion de la expresion de cada una de ellas se
hizo con respecto a un gen house-keeping (control) como es gadph. La Figura
3A muestra las curvas obtenidas de unidades de relativas de absorbancia
(RFU) respecto los ciclos de la RT-PCR de cada condicién. Como puede
observarse en ella, la PYGL es la isoforma més abundante en los astrocitos
humanos inmortalizados, seguida de la isoforma B, y por ultimo, la isoforma M.
Se encontro que el nivel de mRNA respecto al gen control de las isoformas fue
de: 0,007+0,003 (pygb), 0,041+0,005 (pygl) y 0,002+0,001 (pygm) (Figura 3B).

A)

GAPDH
PYGB
PYGL
PYGM

LR B

Unidades relativas de
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Figura 3. Expresidn de las tres isoformas de la glucdgeno fosforilasa (B, L y M)
en astrocitos humanos inmortalizados. A) Unidades relativas de absorbancia (RFU)
+ SEM de los cuatro genes analizados (gapdh, pygb, pygl y pygm). B) Proporcion de
mRNA respecto al gen control gapdh, la cual se calculé a partir de la formula 22, El
histograma representa la media + SEM de tres experimentos independientes llevados
a cabo por triplicado, y el andlisis estadistico t-Student resulté ser significativo
(##4#<0,001).

En resumen, los astrocitos humanos inmortalizados expresan las tres isoformas
de la glucégeno fosforilasa, siendo la predomiante la isoforma de cerebro,

seguida de la de musculo y la minoritaria la de higado.

1.4. La activacion de la glucégeno fosforilasa mediada por oligoémeros de
ABi-a2depende de la GTPasa Racl.

En base a los resultados precedentes, nosotros examinamos si la actividad de
la PYG dependia o no de la GTPasa Racl. Para abordar este objetivo, se
partié de 4 millones de células por condicion y las transfectamos con un vector
vacio o con la forma constitutivamente activa de Racl (pEGFP-Rac®%\) (ver
apartado 2.1.2.1.). 24 horas post-transfeccion, las células se deprivaron
durante 12-16 horas de FBS y se estimularon o no con 1uM de AB1-42 durante
30 minutos a 37°C. Finalmente, las células se despegaron de la placa con el
tampdén TES y se lisaron por sonicacion. Las proteinas solubles de los lisados
se cuantificaron por el método de Bradford (Bio-Rad). Para llevar a cabo el
ensayo enzimatico se utilizaron 100 ug de proteina total por condicion y se
siguio el protocolo descrito en el apartado 2.11.1 de Materiales y Métodos.
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Como se esperaba, los oligdmeros de AB1-42 inducian la activacion de la PYG
(Figura 4, barra 2 (5,49 £ 0,172 nmol/mg-min) comparada con el control (barra
1, (2,97 £ 0,126 nmol/mg-min)). Ahora bien, la sobreexpresion per se de la
forma constitutivamente activa de Racl mediaba una fuerte activacion de la
PYG comparable a la producida por los oligobmeros de ABi-42 (Figura 4, barra 3
(4,58 £ 0,146 nmol/mg-min)).
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Figura 4. Racl activa a la PYG en astrocitos humanos inmortalizados. 4 millones
de astrocitos fueron transfectados con Racl®! o con pEGFP (vector vacio), se
determiné la actividad de la PYG midiendo la cantidad de NADPH generado y se
expres6 como nmol/mg-min. El histograma representa la media + SEM de tres
experimentos independientes llevados a cabo por triplicado, y el andlisis estadistico t-
Student resulté ser significativo (***p<0,001). El panel superior muestra la expresion de
Rac1®t y es representativo de tres experimentos independientes.
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Este resultado sugeria que la GTPasa Racl, al igual que ocurria en linfocitos T,
podria mediar la activacion de la PYG en astrocitos. Con objeto de consolidar
este resultado, investigamos la posible implicacion de Racl en la activacion de
la PYG desde otra perspectiva: transfectando esta vez, los astrocitos con una
forma inactiva de Racl (Racl™N). Se siguid el protocolo de cultivo de los
astrocitos y deprivacion de FBS descrito previamente, y se trataron o no las
células con 1uM de ABi-42 oligomérico durante 30 minutos. Una vez terminada
la incubacion, se lisaron las células y se procedi6 a llevar a cabo el ensayo de
actividad de la PYG.

Como era de esperar, los oligdmeros de AB1-42 inducian la activacion de la PYG
(Figura 5, barra 2 (5,30 = 0,24 nmol/mg-min)) comparada con el control (barra
1, 3,21 £ 0,21 nmol/mg-min). Sin embargo, las células transfectadas con la
forma inactiva de Racl (Rac1™"N), no mostraban actividad de la PYG incluso
en presencia de los oligobmeros de ABi-42 (Figura 5, barras 3 (2,74 + 0,22

nmol/mg-min) vy 4 (3,32 £ 0,16 nmol/mg-min).
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Figura 5. Racl activa a la PYG en astrocitos humanos inmortalizados. 4 millones
de astrocitos transfectados con Racl™™ o con pCEFL-AU5 (vector vacio). La
actividad de la PYG se determind midiendo la cantidad de NADPH generado y se
expres6 como nmol/mg-min. El histograma representa la media + SEM de dos
experimentos independientes llevados a cabo por triplicado, y el andlisis estadistico t-
Student result6 ser significativo (***p<0,001). El panel superior representa la expresion
de Rac1™™Ny es representativo de tres experimentos independientes.

El conjunto de estos resultados sugiere por un lado que Racl media la
activacion de la PYG en astrocitos humanos inmortalizados y por otra que los
oligbmeros de AB1-42 controlan la activacion de la PYG por medio de la GTPasa
Racl.

1.5. El eje transductor constituido por los oligdmeros de ABi142 y Racl
conduce ala activacion de la isoforma muscular de la PYG.

Dado que los astrocitos humanos inmortalizados expresan las tres isoformas
de la PYG (Figura 3), el siguiente objetivo fue examinar si la isoforma muscular
de la PYG estaba involucrada en este eje de sefalizacion gobernado por los
oligobmeros de AB1-42 y Racl. Para ello, y teniendo en cuenta que nuestro grupo
de investigacion habia identificado la region de la PYGM que se unia a la forma
activa de Racl y a la que denominé RBD-PYGM (Arrizabalaga et al. 2012),
nosotros desarrollamos un péptido basado en esta regién de union de la PYGM
a la GTPasa Racl forma activa (Racl-GTP), a la que nombramos TAT-RBD-
PYGM, descrito en el apartado 2.2.3.4. El TAT-RBD-PYGM es un péptido

permeable que interfiere en la interaccion endégena de Rac1-GTP con PYGM.

Los cultivos de astrocitos, previamente deprivados durante 12-16 horas de
FBS, se incubaron durante 1 hora a 37°C con 70 ng/pl de TAT-RBD-PYGM o
TAT-EGFP (péptido control), y posteriormente se estimularon o no con 1 yM de
AB1-42 oligomérico durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, las células se lisaron
por sonicacion. Las proteinas de los lisados se cuantificaron por el método de
Bradford. Para llevar a cabo el ensayo enzimatico se utilizaron 100 pg de
proteina total por condicion y se siguié el protocolo descrito en el apartado
2.11.1 de Materiales y Métodos.

Como se esperaba, los oligomeros de AP1-42 incrementaban significativamente
la actividad de la PYG desde 2,99 + 0,30 nmol/mg-min hasta 5,07 = 0,39
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nmol/mg-min. El péptido control (TAT-EGFP) no afectdé a esta activacion
(Figura 6). Por el contrario, el péptido TAT-RBD-PYGM bloqueaba de manera
eficaz la actividad de la PYG inducida por los oligdbmeros de APi42,
manteniéndose en un valor de 2,51 + 0,21 nmol/mg-min (Figura 6, barra 4
comparada con barra 2), siendo similar a su control (2,44 + 0,19 nmol/mg-min;
Figura 6, barra 3).
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Figura 6. Los oligomeros de A 142 activan la isoforma muscular de la PYG por
medio de Racl. 1 millén de astrocitos por condicidon se pretrataron con 70ng/ul de
péptido TAT-EGFP o TAT-RBD-PYGM, fueron o no estimulados con 1uM de ABi.4
durante 30 minutos a 37°C. La actividad de la PYG se determind midiendo la cantidad
de NADPH generado y se expres6 como nmol/mg-min. El histograma representa la
media + SEM de tres experimentos independientes llevados a cabo por triplicado, y el
analisis estadistico t-Student resultd ser significativo (***p<0,001).

En su conjunto, estos resultados revelan que los oligobmeros de AB1-42 activan al
eje Racl/PYG de forma transitoria, estableciendo su méaxima actividad a los 30
minutos de tratamiento. Y ademas, la isoforma de la PYG que se activa en esta
ruta de sefalizacion es la muscular (PYGM), sin aparentemente, implicar ni a la
isoforma de higado (PYGL), ni a la isoforma de cerebro (PYGB).
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1.6. Los oligdémeros de ABi1-425e unen a la integrina B1 (ITGB1) y controlan
la activacion de Rac1/PYGM.

Una vez desvelado que los oligobmeros de AB1-42 controlaban la activacion de la
PYGM por medio de la GTPasa Racl en astrocitos humanos, examinamos si
este eje (Racl/PYGM) estaba siendo controlado aguas arriba por la interaccion
de los oligbmeros de ABi-42 con la integrina 1 (ITGB1). Nuestro grupo de
investigacion habia descrito que la activacion de la GTPasa Racl mediada por
oligdmeros de AB1-42 en astrocitos primarios de rata requeria la participacion de
la ITGB1 (Wyssenbach et al. 2016). En base a ello, nosotros disefiamos un
péptido (GST-Rs) basado en los 20 aminoacidos de la secuencia N-terminal de
la ITGBL, el cual se unia a los oligdmeros de ABi42, interfiiendo en su
interaccién in vivo con la ITGB1 y como consecuencia bloqueando el efecto
toxico emanado de los oligdmeros de ABi-42 (Ortiz-Sanz et al).

Por tanto, nosotros estudiamos el efecto del péptido GST-Rs sobre la activacion
de la GTPasa Racl mediada por el AB1-42 en la linea de astrocitos humanos.
Los cultivos de astrocitos deprivados de FBS durante 12-16 horas se incubaron
durante 1 hora a 37°C con 70 ng/ul de GST-Rs 0 GSTo (péptido control), y
posteriormente se estimularon o no con 1 uyM de oligdmeros de AB1-42 durante
30 minutos a 37°C. Al finalizar la incubacion, las células se lisaron con tampén
RIPA. Los lisados se incubaron con la proteina de fusion GST-RBD de PAK1
previamente conjugada a la resina de glutation sefarosa. Finalmente, los
complejos de afinidad se disociaron con tampoén de carga, se separaron las
proteinas por SDS-PAGE seguidas de Western blot y las membranas se
incubaron con anticuerpos especificos, las bandas inmuno-reactivas se

visualizaron con ECL.

El tratamiento de los astrocitos con el péptido GST-Rs bloqueaba la accién
activadora de los oligdbmeros de ABi42 sobre la GTPasa Racl (Figura 4A,
panel superior calle 4 y Figura 7B, barra 4), mientras que la activacion de Racl
no se veia alterada en presencia del péptido control GSTo (Figura 4A, panel

superior calle 2 y Figura 7B, barra 2).
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Figura 7. Los oligbmeros de ABi.42 activan a Racl por medio de ITGB1. 2 millones
de células por condicion se pretrataron durante 1 hora con 70ng/ul de péptido GSTo 0
GST-Rs, fueron o no tratadas con 1uM de ABi42 como se indica. Los extractos
celulares se usaron para A) medir la activacion de Racl mediante precipitacién por
afinidad o ensayo de pulldown utilizando la proteina de fusion GST-RBD-PAK (primer
panel), y para determinar el Racl total presente en la muestra (segundo panel). Es
representativa de un experimento independiente llevada a cabo por quintiplicado. B)
Los resultados presentados en el histograma representan la media £+ SEM de las
densitometrias de 5 experimentos independientes y el analisis estadistico de la t-
Student resulto ser significativo (***p<0,001).

Este resultado confirma que, tal y como ocurria en los astrocitos primarios de
rata (Wyssenbach et al. 2016), los oligobmeros de AB1-42 necesitan de la ITGB1

para mediar en la activacion de la GTPasa Racl.

A continuacion investigamos si este péptido interferia también en la actividad
de la PYG mediada por los oligdmeros de APi42. Para ello, cultivos de
astrocitos previamente deprivados durante 12-16 horas de FBS se incubaron
durante 1 hora a 37°C con 70 ng/pl de GSTo 0 GST-Rs, y posteriormente, se
estimularon o no con 1uM de oligdbmeros de AB1-42 durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, las células se despegaron de la placa con tampén TES y se lisaron

por sonicacion. Las proteinas de los lisados se cuantificaron por el método de
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Bradford. Para llevar a cabo el ensayo enzimatico se utilizaron 100 pg de
proteina total por condicion y se siguio el protocolo descrito en el apartado
2.11.1 de Materiales y Métodos.

Los oligbmeros de APi-42 incrementaban significativamente la actividad de la
PYG desde 3,16 £ 0,22 nmol/mg-min hasta 4,99 + 0,36 nmol/mg-min en células
tratadas con el péptido control (GSTo). Por el contrario, el péptido GST-Rs
blogueaba de manera eficaz la actividad de la PYG inducida por los oligdmeros
de AB1-42 (Figura 8, barra 4 comparada con barra 2).
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Figura 8. Los oligébmeros de ABi42 activan a la PYG por medio de la ITGB1. 1
millén de astrocitos por condicién se pretrataron con 70 ng/ul de péptido GSTo 0 GST-
Rs, fueron o no estimulados con 1 uM de oligdmeros de ABi.4. durante 30 minutos a
37°C. La actividad de la PYG se determin6 midiendo la cantidad de NADPH generada
y se expresé como nmol/mg-min. El histograma representa la media + SEM de tres
experimentos independientes llevados a cabo por triplicado, y el andlisis estadistico t-
Student resulto ser significativo (**p<0,01).

Este resultado junto al presentado en la Figura 7 demuestra la implicacién de la
ITGB1 en la activaciéon del eje Rac1/PYGM por parte de los oligdmeros de ABi-
42, siendo necesaria su interaccion con el receptor de la integrina 31 para que

la sefalizacion se lleve a cabo.

114



2. Los oligoémeros de AB1-42 requieren del eje de sefalizacién Racl/PYGM

para degradar los granulos de glucogeno de los astrocitos en el nacleo.

2.1. Los oligbmeros de APi-42 promueven la degradacion y sintesis del
glucégeno.

La PYG es un enzima clave en la degradacion del glucogeno debido a que
rompe el glucégeno, liberando asi mondémeros de glucosa-1-fosfato. Con el fin
de evaluar si los oligdbmeros de AB1-42 promovian la degradacion del glucégeno
y si ésta se comportaba de la misma forma que la activacion de la PYG (Figura
1), se determind la cantidad de glucégeno de los astrocitos tratados con
oligobmeros de AB142 a distintos tiempos. Para ello, se sembraron un total de
2.400.000 astrocitos por condicion y se trataron durante 0, 30, 60, 180 y 360
minutos con ABi1-42 oligomérico. Posteriormente, se extrajo el glucogeno de las
células con una solucién del 30% de KOH tal y como se detalla en el apartado
2.16 de Material y Métodos.

Como esperabamos, el tratamiento durante 30 minutos con oligdmeros de AB1-
42 promovié un descenso de hasta 238,05 + 13,36 pg de glucdégeno/2,4x10°
células con respecto a las células control (379,35 + 31,62 pg de
glucégeno/2,4x108 células) (Figura 9). De forma sorprendente, cuando el
tratamiento con ABi-42 oligomérico se extendidé hasta 1 hora, la cantidad de
glucogeno no sélo se recuperd hasta los valores control, sino que aumentaron
de forma significativa hasta 505,36 + 15,65 pg de glucégeno/2,4x10° células.
Fue a tiempos mas prolongados de tratamiento con ABi1-42 que los valores de
glucdgeno se estabilizaron hasta valores proximos a control, siendo de 405,44
+ 34,12 pg de glucégeno/2,4x108 células a los 180 minutos de tratamiento y de
376,83 * 29,64 pg de glucogeno/2,4x10°% células a los 360 minutos de

tratamiento.
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Figura 9. Cinética de degradacion y recuperacion del glucégeno celular en
astrocitos tratados por A1 oligomérico. 2,4 millones de astrocitos fueron o no
tratados con ABi42 oligomérico durante 30, 60, 180 y 360 minutos. Se realizé la
extraccion del glucégeno intranuclear con KOH y se calcularon los picogramos de
glucodgeno detectados por 2,4 millones de células. La grafica representa la media +
SEM del glucégeno detectado en tres experimentos independientes llevados a cabo
por triplicado, y el andlisis estadistico t-Student resultd ser significativo (**p<0,01;
##p<0,01).

Estos resultados sugieren que los oligdmeros de AB1-42 estarian promoviendo
una degradacion transitoria del glucdégeno intracelular. Junto al resultado de la
Figura 1, sugerimos que la activacion del eje de sefalizacion Racl/PYGM por
parte del AB1-42 oligomérico estaria promoviendo la degradacion de glucégeno a
los treinta minutos, y la posterior bajada de actividad de la enzima, podria

posibilitar la recuperacion del glucégeno intracelular por parte de los astrocitos.

21. Los oligomeros de ABi42 implican a la PYGM para degradar el
glucégeno intranuclear de los astrocitos.

Teniendo en cuenta que los astrocitos humanos inmortalizados expresan en
mayor o menor medida las tres isoformas de la PYG (Figura 7), bien podria
ocurrir que entre ellas solaparan sus actividades sobre la degradacion de los

granulos de glucégeno mediados por los oligdmeros de AB1-42.

Para investigar esta hipotesis, nosotros planteamos una estrategia de
silenciamiento para cada una de las tres isoformas y examinamos por
inmunofluorescencia como se encontraban los granulos de glucégeno de los

astrocitos en cada condicion. Los astrocitos cultivados en coverslips al 70% de
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confluencia, se deprivaron de FBS y se transfectaron con 10 pg de esiRNA
(esiEGFP, esiPYGB, esiPYGL o esiPYGM), siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 2.1.2.3 de Materiales y Métodos. 24 horas posteriores a la
transfeccion se trataron o no con 1 pM de oligébmeros de ABi-42 durante 30
minutos a 37°C. Al cabo de este tiempo, se fijaron con metanol frio (-20°C)
durante 6 minutos y el marcaje del glucégeno se llevé a cabo siguiendo el

protocolo descrito en el apartado 2.12.2. de Material y Métodos.

Los resultados fueron sorprendentes, primero porque se detectd que los
astrocitos ademas de acumular glucégeno en el citoplasma celular, contenian
abundantes granulos en el nucleo (Figura 10A) y segundo porque éstos se
degradaban tras el tratamiento con los oligomeros de ABi-42 (Figura 10B), tanto
los citoplasmicos como los nucleares. Cuantificando el ndmero de granulos
nucleares de glucdégeno se pasaban de una media de 46,89 * 8,23 granulos en
los astrocitos control a 22,22 + 4,22 en los tratados con ABi42 oligomérico
(Figura 10I, violines 1 y 2 respectivamente). Lo mismo ocurria cuando se
silenciaba la PYGB, el silenciamiento de esta isoforma no afectaba ni a los
granulos de glucégeno citoplasmicos ni a los nucleares (Figura 10C) y tampoco
a su degradacion mediada por los oligdmeros de ABi42 (Figura 10D).
Cuantificando el nimero de granulos nucleares de glucogeno, resulté que se
pasaban de 56,11 + 11,69 granulos en las células pygb silenciadas a 14,33 +
3,79 granulos en las células pygb silenciadas y tratadas con los oligdbmeros de
AB1-42 (Figura 10I, violines 3 y 4). Por el contrario, la ausencia de expresion de
la pygl potenciaba la acumulacién de granulos nucleares de glucégeno (Figura
10E y Figura 10I, violin 5; 150,00 + 32,02 granulos) comparada con las células
control (Figura 10A y Figura 10l violin 1) o a las que se les habia silenciado la
isoforma B (Figura 10C y Figura 10lI, violin 3). Sin embargo, en este escenario
los oligdbmeros de ABi-42 también eran eficaces a la hora de mediar e la
degradacion de los granulos de glucogeno tanto citoplasmaticos como
nucleares (Figuras 10F e I, violin 6 (19,56 + 3,21 granulos)). Con respecto a la
PYGM, la ausencia de expresion de esta isoforma incrementaba de manera
dramatica los granulos de glucoégeno incluidos los nucleares (Figura 10G y
Figura 101 violin 7; 284,00 + 97,90 granulos) comparado a sus
correspondientes controles (Figuras 10A,C y E; Figura 10I, violines 1,3 y 5). En
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estas circunstancias, en ausencia de expresion de la pygm, los oligdbmeros de
AB1-42 eran capaces de mediar la degradacion de los granulos citoplasmaticos
pero no la degradacion de este acumulo anormal de granulos de glucégeno

nucleares (Figura 10H y Figura 10lI, violin 8; 242,89 + 78,43 granulos).
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Figura 10. La degradacion del glucogeno nuclear mediada por los oligdbmeros de
ABi-42 estd promovida por la PYGM. A-H) Marcaje del glucégeno nuclear con GST-
GYSC en astrocitos transfectados con los esiRNA indicados y tratados o no con 1uM
de A1z durante 30 minutos. La inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando un
primer marcaje con anticuerpo «-GST, seguido del secundario Goat « -Rabbit Alexa
488 (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias son
representativas de tres experimentos independientes. |) Cuantificacion de los granulos
de glucdégeno nucleares representados como la media £+ SEM (n= 100) obtenidos en 3
experimentos independientes. El analisis estadistico t-Student resultd ser significativo
(#p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Este resultado, inesperado y novedoso, muestra por primera vez que los
astrocitos humanos acumulan granulos de glucégeno en el nucleo celular. Y,
ademas, que los oligdmeros de APi42 controlan de manera inequivoca su
degradacion a través de la isoforma muscular de la glucogeno fosforilasa. No
s6lo eso, sino gque la ausencia de expresion de PYGM potencia la acumulacion

de granulos de glucégeno en el nucleo celular.

2.2. Los oligémeros de AB1-42 degradan el glucégeno nuclear mediante la
activacion del eje Rac1/PYGM.

Para evaluar la potencial implicacion del eje de sefalizacion Rac1l/PYGM en la
degradacion del glucégeno gobernada por los oligébmeros de ABi-42, utilizamos
el péptido TAT-RBD-PYGM. Dado que el marcaje del glucégeno se llevo a
cabo por inmunofluorescencia, no podiamos utilizar TAT-EGFP como péptido
control ya que se solapaba el marcaje utilizado (Alexa 488). Para solventar esta
situacion, utilizamos como control una solucion tamponada de 50 mM NaH2POa4
con 300 mM NaCl a pH 7.4 y ademas el péptido TAT-RBD-PAK. Este Ultimo ha
sido desarrollado por nuestro grupo de investigacion (descrito en el apartado
2.2.3.4. de Materiales y Métodos) y se caracteriza porque contiene la regién de
PAK1 que se une a la forma activa de Racl. La diferencia entre TAT-RBD-
PYGM y TAT-RBD-PAK se encuentra en que estos dominios RBD se unen a
diferentes regiones del dominio efector de Racl-GTP controlando distintas
rutas de sefalizacion celular por lo que, el tratamiento de las células con estos
péptidos resultaria en la interrupcion diferenciada de estas rutas de

sefalizacion.

Por todo ello, 40.000 células por pocillo cultivadas en coverslips, se

mantuvieron en medio de cultivo con 1% de FBS durante 12-16 horas y se
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incubaron durante 1 hora a 37°C con vehiculo o con 70 ng/pl de TAT-RBD-
PYGM o TAT-RBD-PAK1 como se indica en la Figura 10. Posteriormente, las
células se estimularon o no con 1 pM de AB1-42 durante 30 minutos a 37°C y se
fijaron con metanol frio (-20°C) durante 6 minutos. El marcaje del glucégeno se
llevé a cabo siguiendo los pasos descritos en el apartado 2.12.2. de Material y

Métodos.

Como se esperaba, en las células no tratadas habia una acumulacion
exacerbada de granulos de glucogeno en el ndcleo celular (Figura 11A),
mientras que las células tratadas con los oligdmeros de AB1-42 presentaban un
nacleo celular practicamente limpio de granulos de glucégeno (Figura 11B), de
hecho, se pasaba de 59,73 + 11,14 granulos a 3,45 + 1,45 (Figura 11G, violin 1
comparado con violin 2). En esta misma linea, el péptido TAT-RBD-PAK no
bloqueaba la degradacion masiva de los granulos de glucégeno nucleares
mediados por los oligomeros de ABi-42 (Figura 11D, comparada con Figura
10B. Cabe destacar que el péptido TAT-RBD-PAK per se tenia una cierta
capacidad para inducir glucogenolisis, pues cuantificamos 27,18 + 3,67
granulos (Figura 11G violin 3) frente a los 59,73 + 11,14 granulos (Figura 11G
violin 1) de la condicién control (Figuras 11A y C). En cuanto al péptido TAT-
RBD-PYGM, él so6lo, ni degradaba los granulos de glucégeno nucleares (Figura
11E) ni modificaba el numero de ellos (65,18 + 10,82 granulos; Figura 11G,
violin 5). Sin embargo, el péptido TAT-RBD-PYGM fue capaz de bloquear de
forma rotunda la accion que ejercian los oligdbmeros de ABi42 sobre la
degradacion masiva de los granulos nucleares de glucdgeno en astrocitos
(Figura 11F), manteniéndose practicamente el mismo niumero de granulos que

su control no tratado (70,45 + 7,39 granulos; Figura 11G, violin 6).
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Figura 11. Los oligdbmeros de ABis2requieren de la ruta de sefializacion Racl/
PYGM para degradar los granulos de glucégeno. A-F) Marcaje del glucogeno
nuclear con GST-GYSC en astrocitos pre-tratados durante 1 hora con 70 ng/uL de
TAT-RBD-PAK o0 TAT-RBD-PYGM vy tratados o no con 5uM de ABi.42 durante 30
minutos. La inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando un primer marcaje con
anticuerpo « -GST, seguido del secundario Goat « -Rabbit Alexa 488 (verde). Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias fueron tomadas con el microscopio
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Leica TCS STED CW SP8 y son representativas de tres experimentos independientes,
realizadas con un zoom a partir de una fotografia con un plano general tomado con el
objetivo de 40x. G) Cuantificacion de los granulos de glucégeno nucleares,
representados como Media + SEM del contaje de 100 ndcleos por condicion (n=63)
llevados a cabo en tres experimentos independientes. Se realiz6 la estadistica de los
datos con una t-student y resultaron ser significativos (#p<0,05; ###p<0,001).

Todo ello sugiere por un lado que el péptido recombinante TAT-RBD-PYGM
interfiere de manera eficaz en la interaccion entre Racl y PYGM, erigiéndose
en una herramienta con mucho potencial para estudiar la sefalizacion aguas
abajo de PYGM. Y por otro lado, que Racl, a través de su dominio efector que
interacciona con la PYGM, regula la degradacién de los granulos de glucégeno

nucleares controlados por los oligdmeros de AB1-42.

2.3. Los oligémeros de ABi-42 promueven la movilizacion transitoria de los
granulos nucleares de glucégeno: localizacion de Racly PYGM.

En base a los resultados obtenidos, nosotros postulamos que para que en los
astrocitos, los granulos de glucégeno del nucleo se degraden, se precisa que la
maquinaria que ejecuta ese proceso se encuentre también en el nucleo.
Recientemente se ha descrito que la GTPasa Racl se trasloca al nucleo celular
(Abdrabou and Wang 2021), aunque el papel que desempefia esta todavia por
desvelarse. A diferencia de Racl, a dia de hoy, no se tiene ninguna referencia
de la presencia de la isoforma muscular en el nucleo celular, no asi la de brain

y la de higado que si se han detectado en algunas lineas celulares.

Con objeto de determinar la presencia tanto de Racl como PYGM en el ndcleo
de los astrocitos y su localizacién con respecto a los granulos de glucégeno,
astrocitos cultivados en coverslips se deprivaron de FBS, al llegar al 70% de
confluencia se transfectaron con 500 ng de plasmido que codifica para la
GTPasa Racl (pEGFP-Racl) y/o la isoforma muscular de la glucogeno
fosforilasa (pCEFL-PYGM-HA), siguiendo el protocolo descrito en el apartado
2.1.2.3 de la Seccién Materiales y Métodos. Las células deprivadas y
transfectadas se incubaron durante otras 24 horas adicionales para finalmente
tratarlas o no con 1 yM de oligdmeros de AB1-42 durante 15, 30 o0 60 minutos a
37°C y se fijaron con metanol frio (-20°C) durante 6 minutos. El marcaje del
glucdgeno se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.12.2.

de Material y Métodos. El marcaje de la PYGM se llevd a cabo una vez
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terminada la inmmunofluorescencia del glucégeno siguiendo el protocolo

descrito en el mismo apartado de Material y Métodos.

Como muestra la Figura 12, en condiciones basales (tiempo 0), Racl se
encontraba mayoritariamente en el citoplasma, y en menor medida, en el
nacleo (Figura 12B y E). Sin embargo, tanto la PYGM como el glucégeno se
detectaron tanto en el nacleo como en el citoplasma (Figuras 12C, Dy E). A los
15 minutos de tratamiento con AB1-42 oligomérico, Racl se translocé al nucleo,
aunque se seguia manteniendo su presencia también en el citoplasma (Figura
12G). Por el contrario, la localizacion de la PYGM no se perdié en el nucleo
pero se detecté mayor sefial en el citoplasma (Figuras 12H). En el caso del
glucogeno, disminuy6 de forma contundente la intensidad de sefial detectada
en la célula, sugiriendo su degradacion tanto en el nucleo como en el
citoplasma (Figuras 12 y J). A los treinta minutos de tratamiento con AB1-42
oligomérico, se detectaba mayor cantidad de Racl tanto en el nacleo como en
las regiones yuxtamembranares (Figuras 12L y O) mientras que la PYGM se
volvié a detectar mayormente en el nucleo de los astrocitos (Figuras 12M y O).
En cuanto al glucégeno, practicamente no variaba (Figuras 12N) comparado
con el tratamiento con APi42 oligomérico de 15 minutos (Figuras 12I).
Finalmente, tras 1 hora de tratamiento con ABi-42 oligomérico, Racl volvio a
detectarse de forma mayoritaria en el citoplasma, aunque también seguia
estando localizado en la region yuxtamembranar (Figuras 12Q y T). La
intensidad de PYGM detectada también se concentrd en el citoplasma aunque
la sefial no desaparecio del nucleo (Figuras 12R y T). Por otra parte, la
intensidad de sefal del glucégeno aumentd tanto en el citoplasma como en el

nucleo, sugiriendo la re-sintesis de este polimero (Figuras 12Sy T).
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Figura 12. Los oligbmeros de ABi-42 movilizan los granulos intranucleares de los
astrocitos humanos inmortalizados y modulan la localizacion de Racl y PYGM.
A-T) Cultivos de astrocitos co-transfectados con pEGFP-Racl y pCEFL-PYGM-HA
fueron tratados durante los tiempos indicados con 1 uM de AB1-42. Se realizé un primer
marcaje de la sonda del glucégeno con a-GST, seguido del secundario Donkey a-
Rabbit Alexa 647 (rojo lejano). La segunda inmunofluorescencia fue realizada con a-
HA, seguido del secundario Goat a-Mouse Alexa 594 (rojo). Los nucleos se tifieron
con DAPI (azul) y Racl se detectdé en el canal verde por su etigueta EGFP. Las
fotografias son representativas de tres experimentos independientes.

Una vez puesta de manifiesto la dindmica de la localizacion de Racl, PYGM, y
degradaciéon del glucogeno debido a la accién del ABi42 oligomérico,
examinamos el grado de co-localizacion de las combinaciones Racl/PYGM,
Racl/glucégeno y PYGM/glucdgeno en el nucleo de los astrocitos. Para ello,
las imagenes obtenidas en el microscopio confocal se deconvolucionaron con
el software Hyugens con el fin de eliminar el fondo y mejorar la definicion de los
pixeles de cada canal . Para a continuacion calcular el coeficiente de Pearson,

seleccionando el nacleo como region de interés (ROI) y la capa donde la

sefal detectada se encontraba en el interior del nucleo. El coeficiente de
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Pearson es un valor estadistico que comprende el intervalo que va desde -1 a
+1, obtenido a partir de un gréafico de dispersion entre los pixeles detectados de
cada canal analizado y la informacion que da se refiere al grado de correlacion
que guardan las moléculas objeto de examen. Cuando los valores del
coeficiente de Pearson se encuentran entre el 0 y el +1, las moléculas se
correlacionan positivamente entre ellas, mientras que cuando el valor es de O
no hay correlacion y si el valor se encuentra entre 0 y -1, se trata de una

correlacion negativa.

La Figura 13 muestra los graficos de dispersion representativos para cada
calculo de co-localizacion que se llevé a cabo. Para todos ellos, se indica en
los ejes de ordenadas y de abscisas los valores de co-ocurrencia, es decir,
aquellos pixeles detectados por el software que estan por encima del fondo. En
general, como se refleja en los resultados de la Figura 13, los graficos de
dispersibn muestran una co-localizacion mayor a medida que aumenta el
tiempo de exposicién de AB1-42 oligomérico. En los tiempos intermedios de 15y
30 minutos de tratamiento, se observa que hay predominio de pixeles de uno
de los marcajes respecto al otro. Concretamente, se observa que entre Racly
PYGM, los pixeles de PYGM son mayoritarios respecto a los de Racl a 15
minutos (Figura 13B, primer grafico de dispersion). En el calculo de la co-
localizacion entre Racl y glucégeno, esto sucede en el minuto 30 (Figura 13C,
segundo grafico de dispersion), donde la mayoria de pixeles detectados
corresponden al canal de Racl, y también en la hora de tratamiento (Figura
13C, segundo gréfico de dispersion), donde la mayoria de pixeles detectados
corresponden al canal de glucégeno. Por ultimo, en la co-localizacién entre
PYGM vy glucdgeno, los pixeles mayoritarios corresponden a PYGM en el
minuto 15. En el minuto 30, los pixeles de PYGM también decaen, mostrando
una mejor co-localizacion de ambos marcajes respecto al minuto 15 (Figura
13C, tercer grafico de dispersion). Finalmente, los pixeles de glucégeno se
recuperan a la hora de tratamiento con ABi-42 oligomérico (Figura 13D, tercer

gréafico de dispersion).

Estos resultados sugieren que el glucogeno se pierde en el nucleo durante los
tratamientos de 15 y 30 minutos con AB1-42 oligomérico con respecto PYGM o

Racl, debido a que los pixeles detectados de su canal correspondiente
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descienden. Por otra parte, a pesar de que Racl sea translocado al nucleo en
el minuto 15 (Figura 12), la cantidad de pixeles detectados en el nlcleo es
mayor en PYGM que en Racl. Los valores no se igualan hasta que llega el
minuto 30 de tratamiento con AB1-42 oligomérico, coincidiendo con el estado de

méxima actividad de ambas proteinas (Ver Figuras 1y 2).
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Figura 13. Co-localizacion de PYGM/Racl, glucégeno/Racl y glucégeno/PYGM
en astrocitos humanos tratados o no con ABi. oligomérico. A-D) Graficos de
dispersion de la co-localizacion en el nucleo de Racl con PYGM, de glucégeno con
Racl y de glucoégeno con PYGM, de astrocitos tratados con 1uM de ABi.s> durante 0
minutos (B), 15 minutos (C), 30 minutos (D) y 60 minutos (E). Las gréficas fueron
obtenidas mediante el calculo del coeficiente de Pearson con el software Hyugens a
partir de las fotografias deconvolucionadas de astrocitos donde se realizé el triple
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marcaje de las moléculas Racl, PYGM y glucégeno como se indica en la Figura 11, y
son representativos de 3 experimentos independientes.

Los coeficientes de Pearson que se obtuvieron en cada caso comprendieron
entre el 0 y el +1, indicando la correlacion positiva entre los canales que se
compararon y por lo tanto, la co-localizacion entre las dos moléculas (Figura
14). Es decir, Racl/PYGM, Racl/glucégeno y PYGM/glucégeno co-localizaron
entre ellas en el ndcleo. Y no solo eso, sino que esta co-localizacion aumento a
medida que transcurrio el tiempo de tratamiento. Concretamente, en el caso de
la co-localizacion entre Racl y PYGM, en el tiempo O el coeficiente de Pearson
fue de 0,36 £ 0,05, en el tiempo 15 minutos fue de 0,39 £ 0,07, en el tiempo de
30 minutos fue de 0,48 + 0,06 y en el tiempo de 60 minutos fue de 0,61 + 0,06
(Figura 14, curva verde). En el caso de la co-localizacién entre Racl y
glucégeno, en el tiempo 0 el coeficiente de Pearson fue de 0,38 + 0,09, en el
tiempo 15 minutos fue de 0,38 £ 0,06, en el tiempo de 30 minutos fue de 0,52 +
0,04 y en el tiempo de 60 minutos fue de 0,58 + 0,04 (Figura 14, curva naranja).
Por ultimo, en el caso de la co-lozalizacion entre PYGM vy glucdgeno, en el
tiempo O el coeficiente de Pearson fue de 0,29 + 0,03, en el tiempo 15 minutos
fue de 0,39 + 0,07, en el tiempo de 30 minutos fue de 0,48 + 0,06 y en el

tiempo de 60 minutos fue de 0,61 = 0,06 (Figura 14, curva roja).
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Figura 14. La co-localizacibn de PYGM con Racl, glucégeno con Racl y
glucégeno con PYGM en astrocitos humanos aumenta con el tratamiento de AB-
42 oligomérico. Media + SEM del coeficiente de Pearson calculado con el software
Hyugens seleccionando el nucleo como region de interés (ROI) a partir de fotografias
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deconvolucionadas de astrocitos donde las moléculas Racl, PYGM y glucogeno
fueron marcadas como se indica en la Figura 11.

Estos resultados confirman la presencia de Racl y de PYGM en el nucleo
durante todos los tiempos de tratamiento con ABi-42. La localizacion de las
moléculas sugiere que la activacion de Racl por parte del ABi-42 oligomérico,
conlleva a su traslocacion al nucleo. Este evento estid acompafiado a su vez
por el cambio de localizacion de la PYGM hacia el citoplasma, para
relocalizarse en el nucleo de nuevo a los 30 minutos de tratamiento,
coincidiendo con su estado de méxima actividad. Todo ello, estd a su vez
acompafiado de la degradacion del glucégeno nuclear. Las tres moléculas,
Racl, PYGM vy glucdgeno, co-localizan entre ellas en el nacleo durante todos
los tiempos analizados, aumentando esta co-localizacion a medida que

transcurre el tratamiento con el AB1-42 oligomérico.

\

Figura 15. Los oligomeros de AB..4> promueven la degradacién del glucégeno
nuclear a través del eje Racl/PYGM. El tratamiento de 30 minutos de ABi.4
oligomérico en astrocitos humanos inmortalizados promueve la traslocacion de Racl
hacia el nacleo. Racl activa (Rac1-GTP) a PYGM y ésta promueve la degradacion del
glucégeno a moléculas de Glucosa 1-P.
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En conclusién, junto a los resultados anteriores, sugerimos que el eje
Rac1/PYGM activado por el tratamiento de treinta minutos con APi-42
oligomérico estad promoviendo la degradacion de los granulos de glucégeno
nucleares (Figura 15). Concretamente, nuestros resultados apuntan a que
Racl se transloca al nucleo y activa a la PYGM para degradar el glucogeno

nuclear.

3. El metabolismo glicolitico de los astrocitos no se modifica por la accion

de los oligémeros de AB1-42.

3.1. Los oligémeros de AB1-42 no intervienen en el metabolismo glicolitico
de los astrocitos.

Dada la implicacion del eje Rac1l/PYGM en la degradacion de los granulos de
glucogeno inducida por los oligémeros de ABi-42, nuestro siguiente objetivo fue

investigar si la PYGM participaba en la glicolisis de los astrocitos.

Para ello, 4 millones de astrocitos por condicién se transfectaron con 10 pg de
esiRNA (esiEGFP, esiPYGB, esiPYGL o esiPYGM) (ver Materiales y Métodos
apartado 2.1.2.1.). Al dia siguiente de la transfeccion, se recogieron 40.000
células por condicion y se sembré en medio suplementado con 1% de FBS ese
namero de células por pocillo en una placa de 96 pocillos del kit de Seahorse
(Agilent Technologies). Los cultivos se incubaron durante 12-16 horas y se
estimularon o no con 1 yM de oligdmeros de AB1-42 durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, las células se lavaron con PBS y se incubaron en medio XF pH 7,4
a 37°C durante 45 minutos. El procedimiento experimental se llevd a cabo
segun se indica en el apartado 2.14 de Material y Métodos.

Los oligbmeros de ABi-42 no modificaban el indice de consumo de oxigeno
(OCR) en los astrocitos control (transfectados con esiEGFP) (Figura 16A). Lo
mismo se observo en todas las condiciones de silenciamiento para cada una
de las isoformas: que los oligdbmeros de ABi-42 no alteraban el consumo de
oxigeno (Figura 16B-D). Es importante destacar que la ausencia de expresion
de la isoforma de higado (PYGL) se traducia en un descenso significativo del
indice de consumo de oxigeno comparado con las células control esiEGFP
(Figura 16C). Finalmente, para comprobar que las diferencias observadas en el

consumo de oxigeno (OCR) provenian del oxigeno liberado en la cadena
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respiratoria se trataron las células con Rotenona y Antimicina A (Rot/AA),
compuestos que inhiben respectivamente los complejos | y Ill de la cadena
respiratoria, por lo que los valores de la OCR caen a minimos. Al cabo de
cuatro mediciones, las células fueron tratadas con 2-deoxiglucosa (2-DG),
compuesto que inhibe la enzima hexoquinasa. Este tratamiento no afect6 a los
valores de la OCR, por lo tanto, la concentracion de oxigeno detectada por el

analizador Seahorse provenia de la cadena respiratoria.
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Figura 16. Metabolismo oxidativo de los astrocitos tras el tratamiento con
oligdbmeros de AB:.4:. 40.000 células por condicion A) esiEGFP. B) esiPYGB C)
esiPYGL D) esiPYGM, mantenidas en medio suplementado con 1% de FBS durante
12-16 horas, fueron o no estimuladas con 5uM de ABi.42 durante 30 minutos a 37°C.
Cada 7 minutos se midié el indice de consumo de oxigeno (OCR) y se indica los
puntos en los que se inyectaron rotenona y antimicina (Rot/AA) y 2-deoxiglucosa (2-
DG). Se representa la cinética como la media del OCR + SEM de tres experimentos
independientes realizados por sextuplicado.
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Este resultado sugiere por un lado que el metabolismo oxidativo de los
astrocitos no se modifica por la accion de oligomeros de ABi-42. Y por otro
lado, parece que la isoforma de higado de la glucogeno fosforilasa es clave en

el control del consumo de oxigeno en astrocitos.

Al examinar el indice de acidificacion extracelular (ECAR), los oligdbmeros de
AB1-42 tampoco ejercian ningun efecto en los astrocitos control (transfectados
con esiEGFP) (Figura 17A). Y lo mismo se observo en todas las condiciones de
silenciamiento para cada una de las isoformas, que los oligdmeros de AB1-42n0
alteraban la acidificacién extracelular (Figura 17B-D). En este caso, la ausencia
de expresion de PYGM disminuia de manera contundente la acidificacion
extracelular (Figura 17D). El tratamiento con Rot/AA no ejercio ningun efecto en
el ECAR mientras que el tratamiento con 2-DG lo inhibié, demostrando asi que

el ECAR detectado provenia de la actividad glicolitica de las células.
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Figura 17. Efecto de los oligomeros de AB..4> sobre la glicolisis en astrocitos
humanos. 40.000 células por condicion A) esiEGFP, B) esiPYGB, C) esiPYGL, D)
esiPYGM, mantenidas en medio suplementado con 1% FBS durante 12-16 horas,
fueron o no estimuladas con 5uM de AB1-42 durante 30 minutos a 37°C. Cada 7 minutos
se midi6 el indice de acidificacion extracelular (ECAR) y se indica los puntos en los
que se inyectaron rotenona y antimicina (Rot/AA) y 2-deoxiglucosa (2-DG). Se
representa la cinética como la media del ECAR = SEM de tres experimentos

independientes realizados por sextuplicado.

Este resultado apunta por un lado a que la glicolisis en los astrocitos, medida
como acidificacidon extracelular, no se ve afectada por los oligdmeros de AR1-42,
y por otra parte, parece que la isoforma muscular de la glucogeno fosforilasa es

clave en esta acidificacion en astrocitos.

A partir de los valores OCR y ECAR, calculamos tanto la glicolisis basal como

la glicolisis compensatoria (ver apartado 2.14 de Material y Métodos). Como
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cabia esperar el tratamiento con oligdmeros de ABi-42 no modificd la glicolisis
basal de los astrocitos controles (Figura 18, violines 1 (41,98 pmol/min + 8,36) y
2 (50,46 pmol/min = 8,68)). Resultados similares se obtuvieron cuando se
silencio la isoforma de cerebro (Figura 18, violines 3 (49,07 pmol/min + 10,02) y
4 (54,62 pmol/min * 14,27)). Sin embargo, los astrocitos a los que se silencio la
PYGL, el valor de la glicolisis basal descendié hasta 25,20 pmol/min + 8,94
(Figura 18, violin 5) mientras que el tratamiento con los oligdmeros de AB1-42l0s
hizo llegar a niveles de control (37,44 pmol/min + 10,85) (Figura 18, violin 6). La
glicolisis basal de los astrocitos a los que se silencié la expresion de la PYGM
descendi6 de forma dramatica hasta un valor de 10,92 pmol/min = 3,71 y no se
recuperd cuando se trataron las monocapas celulares con los oligdbmeros de

AB1-42 (Figura 18, violines 7 y 8 respectivamente).
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Figura 18. La glicolisis basal es dependiente de la PYGM e independiente de los
oligobmeros de ARis. 40.000 células por condicibn mantenidas en medio
suplementado con 1% FBS durante 12-16 horas, fueron o no estimuladas con 5 u M de
A B 142 durante 30 minutos a 37°C. Cada 7 minutos se midi6 el indice de acidificacién
extracelular (ECAR) y el indice de consumo de oxigeno (OCR), a partir de los cuéles
se calculd la glicolisis basal de los astrocitos. Se representa la media de la glicolisis
basal + SEM de tres experimentos independientes realizados por sextuplicado y el
andlisis estadistico por t de student result6 ser significativo (*p<0,05; #p<0,05).
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Analizando la glicolisis compensatoria (Figura 19), observamos la misma
dindmica que en la glicolisis basal (Figura 18), en los astrocitos control
(esiEGFP) el tratamiento con oligomeros de AB1-42 no modificaba los valores de
glicolisis compensatoria respecto a los no tratados (Figura 19, violines 1 (46,67
pmol/min + 9,10) y 2 (52,46 pmol/min + 8,81)). Lo mismo ocurrié en los
astrocitos a los que se les habia silenciado la isoforma de cerebro (Figura 19
violines 3 (44,50 pmol/min = 8,23) y 4 (50,79 pmol/min = 12,71)). Por el
contrario, los astrocitos a los que se silencié la PYGL, el valor de la glicolisis
compensatoria descendié hasta 26,29 pmol/min = 7,14 (Figura 19, violin 5)
mientras que el tratamiento con los oligdmeros de ABi-42 hacian recuperar los
niveles de control (37,12 pmol/min = 9,83) (Figura 19, violin 6). Sin embargo, la
glicolisis compensatoria de los astrocitos a los que se silencié la expresion de
la PYGM cay6 hasta 12,94 pmol/min £ 3,87 y no se recuperd cuando se
trataron las monocapas con los oligémeros de AB1-42 (Figura 19, violines 7 y 8

respectivamente).
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Figura 19. La glicolisis compensatoria es dependiente de la PYGM e
independiente de los oligomeros de AB:1.42. 40.000 células por condicion mantenidas
en medio suplementado con 1% FBS durante 12-16 horas, fueron o no estimuladas
con 5, M de A B 1.42 durante 30 minutos a 37°C. Cada 7 minutos se midi6 el indice de
acidificacion extracelular (ECAR) y el indice de consumo de oxigeno (OCR), a partir de
los cuales se calculé la glicolisis compensatoria de los astrocitos. Se representa la
media de la glicolisis basal + SEM de tres experimentos independientes realizados por
sextuplicado y el andlisis estadistico por t de student resultd ser significativo (*p<0,05;
#p<0,05).
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Resumiendo, estos resultados apuntan a que los oligdmeros de APi-42 no
afectan al metabolismo glicolitico de los astrocitos. Ademas, sugieren que la
actividad de las isoformas son especificas, por un lado el metabolismo
oxidativo apunta a que estaria regulado fundamentalmente por la PYGL
mientras que la glicolisis por la PYGM y parcialmente por la PYGL.

Teniendo en cuenta que las determinaciones obtenidas por el analizador
Seahorse son una forma indirecta de evaluar la glicolisis, dado que los
protones generados en estas valoraciones pueden provenir de otras fuentes
alternativas, nosotros examinamos el papel de las isoformas de la PYG en la

generacion de lactato en astrocitos.

Para ello, 8 millones de células se transfectaron con 10 pg de esiRNA
(esiEGFP, esiPYGB, esiPYGL o esiPYGM) (ver Materiales y Métodos, apartado
2.1.2.1.). Al dia siguiente de la transfeccion, se sembraron 2 millones de células
de cada condicion en medio suplementado con 1% de FBS. Se incubaron
durante 12-16 horas y se estimularon o no con 5uM de ABi-42 durante 30
minutos a 37°C. A continuacién, las monocapas celulares se homogenizaron
con 200 yL de tampdn de ensayo y se preparo la reaccion enzimatica utilizando
el Lactate Assay Kit (Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante (ver

Material y Métodos apartado 2.15).

Como muestra en la Figura 20 (barras 1 y 2), el tratamiento con oligdbmeros de
AB1-42 no modificaba la concentracion de lactato comparado con los niveles
basales (astrocitos control) (4,33 + 0,45 ng/uL frente 4,54 + 0,50 ng/uL). Estas
concentraciones de lactato no se cambiaron en ausencia de expresion ni de
PYGB ni de PYGL, concretamente, se obtuvieron 4,86 + 0,44 y 4,05 + 0,64
ng/uL de lactato, respectivamente (Figura 20, barras 3 y 5). Los oligdbmeros de
AB1-42 tampoco afectaban a las concentraciones de lactato en ausencia de
expresion ni de la isoforma B, ni de la isoforma L (Figura 20, barras 4 y 6, 4,50
+ 0,34 y 3,85 = 0,52 ng/uL respectivamente). Sin embargo, esta dinamica
cambiaba en los astrocitos a los que se les habia silenciado el gen que codifica
para la PYGM, en este caso los niveles basales de lactato disminuyeron de
forma rotunda hasta un valor de 1,45 + 0,32 ng/uL (Figura 20, barra 7), y esos
niveles se mantuvieron (1,76 + 0,31 ng/pL) en presencia de oligdmeros AR1-42

en los cultivos celulares (Figura 20, barra 8).
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Figura 20. Los oligbmeros de A B 142 no modulan la generacion de lactato. La
concentracion de lactato generada en ng/ u L se determiné por colorimetria siguiendo
el protocolo del Lactate Assay Kit de Sigma. El histograma representa la media + SEM
de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado, y el andlisis
estadistico por t-Student result6 ser significativo (##p<0,01).

Este resultado indica que la PYGM estaria controlando la generacion de lactato
en la linea de astrocitos humanos y seria independiente de los oligdmeros de
AB1-42.

4. Papel de las O-GIcNAcilaciones en las respuestas de los astrocitos

mediadas por AB1-42.

4.1. Los oligdmeros de AB1-42 favorecen la O-GlcNAcilacion de proteinas.

Dado que la actividad de la PYGM mediada por los oligbmeros de AB1-42 N0
afecta al metabolismo glicolitico de los astrocitos, nosotros postulamos que la
degradacion de los granulos de glucégeno controlada por la PYGM en estas
células gliales podria activar la ruta de las hexosaminasas (HBP) como fuente
de obtencidn de uridina difosfato N-acetil glicosamina (UDP-GICNACc), sustrato
para la O-GIcNAc transferasa (OGT) la cual controla la O-GIcNAcilacion de

proteinas, un tipo de modificacion postrasduccional de proteinas.

Para investigar este hipotesis, 2 millones de astrocitos humanos
inmortalizados, previamente deprivados de FBS durante 12-16 horas, se

estimularon o no con 1 uM de oligdmeros de AB1-a2a 37°C durante 30 minutos.
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A continuacién, las monocapas celulares se lavaron y se lisaron con tampon
RIPA. Las proteinas de la fraccion soluble de los lisados se cuantificaron por el
meétodo de Bradford (Bio-Rad) y se realiz6 una cromatografia de afinidad con
lectinas siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.4.6 de Materiales y
Métodos. Los complejos de afinidad formados se disociaron con tampén de
carga y las proteinas se separaron por SDS-PAGE seguidas de Western blot.
Las bandas inmuno-reactivas se visualizaron con anticuerpos anti-O-GIcNAc

seguidas de ECL.

Los resultados mostraban que los oligdmeros de APi42 mediaban la O-
GIcNAcilacion de una serie de proteinas de 40, de entre 70 y 116 y de
alrededor de 200 kDa (Figura 21, calle 2). Las calles 3 y 4 representan una
fraccion de los lisados totales provenientes de monocapas tratadas y no

tratadas con oligébmeros de AB1-42.

Calles: 1 2 3
1mMdeAb, ,,: - + - + W.B.:

200 kDa —p> [

-

85 kDa —>[

a-O-GIcNAc
40 kDa —p

Purificado Lisado
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Figura 21. Los oligdmeros de A B142inducen modificaciones postraslacionales
por O-GIcNAcilacion de proteinas en astrocitos humanos inmortalizados. 2
millones de astrocitos por condicion se trataron o no con oligdbmeros de Afi.42 durante
30 minutos a 37°C. Las céluals se lisaron y Is proteinas O-glisociladas se purificaron
por afinidad con bolas de Lectina sefarosa, se separaron por SDS-PAGE seguidas de
Western blot. Las flechas indican la talla de las proteinas susceptibles de sufrir O-
Glicosilacién tras el tratamiento con ABi.42. LOs resultados son representativos de 3
experimentos independientes.
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Una vez desvelado que el tratamiento de los astrocitos con oligomeros de ABi-
42 modificaba el patron de O-GIcNAcilaciones de proteinas, se volvio a repetir la
cromatografia de afinidad con lectinas, pero en esta ocasion a mayor escala.
Se parti6 de 40 millones de astrocitos por condicion y se procedio
metodoldgicamente de la misma manera que la descrita en el apartado 2.4.6

de Material y Métodos.

En este caso las proteinas O-GIcNAciladas purificadas una vez eluidas se
enviaron directamente al Servicio de Proteémica (SGIKER) de la UPV/EHU
donde fueron analizadas siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.9
de Materiales y Métodos. El resultado que se obtuvo fue un listado de 155
proteinas en las que su nivel de O-GIcNAcilacién aument6 con el tratamiento
con oligbmeros de ABi-42respecto a los controles no tratados. Tras un estudio
bibliografico, de estas 155 proteinas listadas, seleccionamos a 9 proteinas con

uno o mas residuos O-GlcNAcilable en Serina y/o en Threonina (Tabla 1).

Tabla 1. Proteinas potencialmente O-GIcNAcilables en astrocitos por el
tratamiento de treinta minutos con oligdmeros de A B 1.42.

Uniprot Nombre | Péptido/s Residuos modificados Funcion
ID identificado/s
Q92633 LPAR1 e HLATEWNTVS e T43yT47 Receptor del &cido lisofosfatidico
LPA). Participa en la sefializacion
Q92633-2 K (LPA) P
hacia la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, la migracion,
diferenciacion y proliferacion celular.
Q15836 VAMP3 e ADALQAGASQ e S58yT62 Proteina SNARE involucrada en la
FETSAAK fusién de vesiculas de transporte con
su membrana diana.
P63027 VAMP2 e ADALQAGASQ e S77yT81 Proteina SNARE involucrada en la
FETSAAK fusion de vesiculas de transporte con
su membrana diana.
P61204-2 | ARF3 e QDLPNAMNAA e T140 GTPasa involucrada en el transporte
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EITDK de proteinas.

P84077 ARF1 QDLPNAMNAA T140 GTPasa involucrada en el transporte
EITDK de proteinas.

P68133 ACTA1 AVFPSIVGR S35 Actina alfa muscular esquelética
DLTDYLMK T148 (Actin, alpha skeletal muscle). Se
EITALAPSTMK T320, S325 y | encuentran en tejido muscular como el
IWHHTEYNELR T326 mayor integrante del aparato contractil.
YPIEHGIITNWD T91
DMEK T79

P68032 ACTC1 AVFPSIVGR S35 Precursor de la actina alfa muscular
DLTDYLMK T148 esquelética.
EITALAPSTMK T320, S325 vy
IWHHTFYNELR T326
YPIEHGIITNWD T91
DMEK T79

P63267 ACTG2 AVFPSIVGR S34 Actina gamma entérica del musculo
DLTDYLMK T148 liso (Actin gamma-enteric smooth

muscle). Mediador de la motilidad
interna celular.

P62736 ACTA2 AVFPSIVGR S35 Actina muscular liso adrtica (Actin,
DLTDYLMK T148 aortic smooth muscle). Mediador de la
EITALAPSTMK T320, S325 y | motilidad interna celular.
YPIEHGIITNWD T326
DMEK T79

Estas proteinas las asociamos a tres grupos funcionales : 1- receptor acoplado

a proteinas G heterotriméricas (LPAR1), 2- proteinas involucradas en la

formacion o transporte de vesiculas (GTPasas Arf y las proteinas SNARE

VAMP) y 3- proteinas involucradas en modificaciones en el citoesqueleto de

actina (actinas).

Nos llamé la atencion la presencia del receptor del acido lisofosfatidico tipo 1

(LPAR1) debido a su papel en el control de la fisiologia celular en diferentes

linajes celulares incluidos los astrocitos (Tabla 1). Por lo que nos planteamos

investigar la relacibn entre el eje de sefalizacibn oligdbmeros de AB1-
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42/Racl/PYGM vy la O-GlIcNAcilacion del LPAR1, asi como su papel en la

biologia astrocitaria.

4.2. Los oligémeros de ABi-42median la O-GIcNAcilacion del LPARL en las
treoninas 43 y 47 mientras que el LPA no induce la O-GIcNAcilaciéon del
LPARLI.

Para llevar a cabo la reaccién de O-Glicosilacion in vitro se siguio el protocolo
de Yuzwa y Vocadloo (Yuzwa and Vocadlo 2017), con ligeras modificaciones
Brevemente, una vez identificadas las colonias de interés, en este caso las que
co-expresaban el LPAR1 con OGT w.t. y LPAR1 con OGTH%67A (forma inactiva
de la OGT), se hicieron los cultivos bacterianos correspondientes, se indujo la
expresion de las proteinas recombinantes y se procedié a la reaccion de O-
GlIcNAcilacion en las condiciones indicadas en el apartado 2.11. de Materiales
y Métodos. La reaccion se detuvo centrifugando los cultivos y lisando los
pellets bacterianos. A partir de la fraccion soluble, se purificaron las proteinas
de fusion GST-variantes de LPAR1 utilizando la resina de glutation sefarosa
(GE Healthcare) y siguiendo los pasos descritos en el apartado 2.4.2. de
Material y Métodos. Las proteinas purificadas se separaron por SDS-PAGE,
seguidas de Western blot y las bandas inmuno-reactivas se visualizaron con

anticuerpos especificos seguidas de ECL.

Como muestra la Figura 22, la OGT O-GIcNAcilaba el receptor de LPA
isoforma 1 (LPAR1) (segundo panel, calle 1). Este resultado se consolido
cuando la reaccion de O-GIcNAcilacion se llevé a cabo con la forma inactiva de
la OGT (OGT™674), ya que en estas condiciones no se apreciaba O-
GlcNAcilacion del LPARL (Figura 22A, segundo panel, calle 2 y Figura 21B,
barra 2 del comparada con la barra 1). Tanto el primer panel de la Figura 22A,
como el tercero muestran los niveles de co-expresion de las proteinas de

fusion.
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Figura 22. El LPAR1 es O-GIcNAcilado por la OGT in vitro. A) La reaccion de O-
GIcNAcilacion se llevd a cabo en cultivos bacterianos que co-expresaban OGT y
LPARL, y OGTH®8% y | PAR1. Los paneles muestran el resultado de un experimento
representativo de 5 experimentos independientes (n=5). B) El histograma representa
la media + SEM de las densitometrias de los 5 experimentos independientes. El
andlisis estadistico de la t-Student resulté ser significativo (### p<0,001).

En base a este resultado, nosotros examinamos si las treoninas 43 y 47 del
LPAR1 se O-GlIcNAcilaban por la OGT. Para ello, procedimos de la misma
manera que lo descrito en el parrafo anterior, salvo que ahora co-expresamos

la OGT w.t. con LPAR1 w.t. y con sus mutantes sencillos T43A y T47A, y el
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doble mutante T43A+T47A. Se hicieron los cultivos correspondientes, se indujo
la expresion de las proteinas recombinantes y se procedio a la reaccion de O-
GIcNAcilacion en las condiciones indicadas en el apartado 2.11. de Materiales
y Métodos. La reaccion se detuvo centrifugando los cultivos y lisando los
pellets bacterianos. A partir de la fraccion soluble, se purificaron las proteinas
de fusion GST-variantes de LPAR1 con la resina de glutation sefarosa (GE
Healthcare) siguiendo los pasos descritos en el apartado 2.4.2. de Material y
Métodos. Las proteinas purificadas se separaron por SDS-PAGE, seguidas de
Western blot y las bandas inmuno-reactivas se visualizaron con anticuerpos

especificos seguidos de ECL.

Como se esperaba, la OGT O-GIcNAcilaba el receptor LPAR1 (Figura 23A,
calle 1, segundo panel), sin embargo, tanto la sustitucion de la treonina 43, de
la 47 como de ambas (43 y 47) por alanina, se traducia en una brusca caida de
la O-GIcNAcilaciéon de LPAR1 (Figura 23A, calles 2, 3 y 4 segundo panel).
Tanto el primer panel de la Figura 23A, como el tercero panel muestran los
niveles de co-expresion de las respectivas proteinas de fusion reveladas con
Coomasie (OGT) o con a-GST (GST-LPAR1). El analisis densitométrico refleja
los resultados mostrados en la Figura 22A, dando valor numerico a la caida del
nivel de O-GIcNAcilacién. Los tres mutantes de LPAR1 reducen su grado de
glicosilaciéon con respecto al LPAR1 w.t., 51,89 % + 5,29 (LPAR174%4), 60,96 +
6,22 (LPAR1T47A) y de 68,24 % =+ 5,10 (LPAR1T43A*T47A) (Figura 22B).
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Figura 23. El LPARL1 se O-GIcNAcila en los residuos T43 y T47. A) La reaccion de
O-GIcNAcilacion se llevé a cabo en cultivos bacterianos que co-expresan OGT y
LPAR1 w.t., OGT y LPAR1™A OGT y LPAR1™™A y OGT y LPAR1™3AT47A | os
paneles muestran el resultado de un experimento representativo de 5 experimentos
independientes (n=5). B) El histograma representa la Media = SEM de las

densitometrias de los 5 experimentos independientes. El andlisis estadistico de la t-
Student resultd ser significativo (## p<0,001).

Estos resultados apuntaban a que el receptor de LPA isoforma 1 era un
sustrato in vitro de la OGT, y ademas, que los residuos en treonina localizados
en las posiciones 43 y 47 eran algunos de los aminoacidos receptores de los
grupos O-GIcNAc transferidos de UDP-O-GIcNAc por la accion de la OGT.

Teniendo en cuenta estos resultados, nosotros examinamos en la linea de
astrocitos humanos los niveles de expresion de las isoformas del LPAR (1-6).
Para ello, se partid de 5 millones de células y se realiz6 la extraccion de RNA
mediante el método TRYzol. Seguidamente, se retrotranscribieron los RNA a
cDNAs y se analiz6 la expresion de las isoformas, previamente mencionadas,
por RT-PCR (ver apartado 2.5 de Material y Métodos).

Como muestra la Figura 24, los astrocitos humanos expresaban las seis
isoformas del LPAR. La comparacion de la expresion de cada una de ellas se

hizo con respecto a un gen house-keeping (control) como es gadph. La Figura
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24A representa las unidades de absorbancia relativas (RFU) obtenidas a lo
largo de los ciclos de la PCR. Se observo la expresion de las seis isoformas del
receptor del LPA, siendo la isoforma 1 la que mas se expresaba (curva verde) y
las isoformas 4 y 6 las que menor expresion tenian (curvas amarilla y azul
cian). El calculo de la proporcion de mRNA verificd esta observacion (Figura
24B). Concretamente, la proporcion de mRNA de Iparl respecto al gen gapdh
fue de fue de un 3x103 % 3,98x10%, valor significativamente mayor a las
proporciones obtenidas para el resto de isoformas. Las siguientes isoformas
que se expresaron fueron la isoforma 2 (10 + 1,01x10%) y la isoforma 5 (103 +
1,81x10%). Las expresion de las otras tres isoformas fue de 3,44x10%* +
7,75x10* (isoforma 3), 1,60x10* + 2,63x10° (isoforma 5) y 6,51x10° + 1,81x10

5 (isoforma 6).
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Figura 24. Expresion de las seis isoformas del receptor del acido lisofosfatidico
(LPAR1-6). A) Unidades relativas de absorbancia (RFU) + SEM de los siete genes
analizados (gapdh, Iparl, Ipar2, Ipar3, Ipar4, Ipar5 y Ipar6). B) Proporcion de mRNA +
SEM calculada a partir de la formula 2"2¢t, considerando el gen gapdh como control. El
histograma representa la media + SEM de tres experimentos independientes llevados
a cabo por triplicado, y el andlisis estadistico t-Student resulté ser significativo (*<0,05;
###<0,001).

Dado que esta linea celular de astrocitos humanos expresa mayoritariamente la
isoforma 1 del receptor del LPA, examinamos si los oligdmeros de APi-a2
mediaban su O-GIcNAcilacién. Para ello, 8 millones de células por condicion
experimental se transfectaron con el plasmido pEGFP-LPAR1 que codifica para
la isoforma 1 del LPAR etiquetado con EGFP. 24 horas post-transfeccion, las
células se deprivaron de FBS durante 12-16 horas y se estimularon con 0,5y 1
MM de AB1-42 oligomérico durante 30 minutos, al cabo de los cuales, las células
se lisaron. Se cuantificé la concentracion de proteinas por el método de
Bradford (Bio-Rad) para seguidamente inmunoprecipitar el LPAR1-EGFP, tal y
como se describe en el apartado 2.4.5 de Material y Métodos. Finalmente se
eluyeron las proteinas retenidas en la matriz de sefarosa y separaron por SDS-
PAGE seguidas de Western blot y las bandas inmuno-reactivas se visualizaron

con anticuerpos especificos seguidos de ECL.

Como muestra la Figura 25A, los oligdmeros de ABi42 inducian la O-
GlcNAcilacion del LPAR1 y ésta era dependiente de la concentracion de
oligbmeros de ABi-42,. El segundo panel muestra el nivel de expresion EGFP-
LPAR1. Mediante el analisis densitométrico de las bandas inmuno-reactivas
comprobamos que 0,5 puM incrementaba 1,5 veces la O-glicosiliacion del

LPAR1 mientras que 1 uM lo llevaba a 2 veces (Figura 25 B).
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Figura 25. Los oligobmeros de ABi..2 median la O-GIcNAcilacién del LPARL. A) 4
millones de astrocitos por condiciéon fueron transfectados con pEGFP-LPAR1, se
estimularon o no con 0,5 0 1 yM de AB1.42 oligomérico y se inmunoprecipité el LPAR1-
EGFP. Los Western blots son el resultado de un experimento representativo de 5
experimentos independientes. B) La grafica representa la Media + SEM de las
densitometrias de los 5 experimentos independientes. El analisis estadistico de la t-
Student resulté ser significativo (**p<0,01; *** p<0,001).

Llegados a este punto, examinamos si el agonista fisiologico del LPARL1 y de
las otras isoformas del receptor, el &cido lisofosfatidico (LPA), inducia al igual
que los oligdbmeros de ABi42 la O-GIcNAcilacion del receptor. Para ello, 8
millones de células por condicidn experimental se transfectaron con el plasmido
pPEGFP-LPARL. 24 horas post-transfeccién, las células se deprivaron durante
12-16 horas de FBS y se estimularon con una concentracibn maxima de LPA
(100 nM) y con 1 pM de AB1-42 oligomérico durante 30 minutos, al cabo de los
cuales, las células se lisaron. Se cuantifico la concentracion de proteinas por el
método de Bradford (Bio-Rad) y se llevd a cabo la immunoprecipitacion tal y
como se describe en el apartado 2.4.5 de Material y Métodos. Finalmente, se
eluyeron las proteinas retenidas en la matriz, y se separaron por SDS-PAGE
seguidas de Western blot y las bandas inmuno-reactivas se visualizaron con

anticuerpos especificos seguidos de ECL.

Como se esperaba, los oligdmeros de ABi-42 inducian la O-GlcNAcilacion del
LPARL1 (Figura 26A, calle 3, panel 1). Sin embargo, el LPA no mediaba en esta

modificacion postrasduccional (Figura 26A, calle 2, panel 1 comparada con
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calle 3). La cuantificacién de las intensidades de las bandas inmuno-reactivas
relacionadas con los niveles de expresion de EGFP-LPAR1 muestra que el
LPA mantiene el nivel basal de O-GlcNAcilacion, mientras que los oligdbmeros

de AB1-42 multiplican por 2 esa modificacién postrasduccional (Figura 26B).
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Figura 26. A diferencia de los oligémeros de AB:4>, el LPA no media en la O-
GlcNAcilacion de LPARL. Astrocitos tratados durante 30 minutos con 5uM de AB1.42 0
100nM de LPA se lisaron y los lisados se sometieron a una inmunoprecipitacion de
LPAR1-EGFP. Se eluyeronn las proteinas asociadas a la matriz y se separaron por
SDS-PAGE seguidas de Western Blot, las bandas inmunoreactivas se visualizaron con
anticuerpos anti-EGFP seguidas de ECL. A) El panel superior muestra el LPAR1 O-
GlcNAcilado y el panel inferior la expresiéon de LPAR1 total. Ambos paneles son el
resultado de un experimento, representativo de 5 experimentos independientes. B)
Los resultados presentados en el histograma representan la media £+ SEM de las
densitometrias de 5 experimentos independientes y el analisis estadistico de la t-
Student resultd ser significativo (***p<0,01).

Este resultado es muy interesante porque permite postular que los oligobmeros
de AB142 estarian regulando la funcionalidad del LPAR1 por medio de
modificaciones postrasduccionales por O-Glicosilacion y que pareceria que
nada tiene que ver con la regulacion del receptor mediada por el agonista
fisiol6gico, LPA.

En su conjunto, los ensayos de O-GIcNAcilacion in vitro apuntaban a que por

una parte las treoninas 43 y 47 se O-GIcNAcilaban por la accion de la OGT, y
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por otra, que los oligbmeros de APi42 mediaban el aumento de O-
GlcNAcilacion del LPARI.

Con estos resultados, examinamos si en astrocitos los oligdmeros de ABi-42
controlaban también las O-GIcNAcilaciones de las treoninas 43 y 47 del
LPAR1. Para ello, se parti6 de 8 millones de células por condicién y se
transfectaron con vector vacio pEGFP, pEGFP-LPAR1 w.t. o los mutantes
LPAR1T™3A  LPAR1™A y LPARL1T3A*T47A  que previamente se habian
subclonado en el vector de expresion eucariota pEGFP (ver apartado 2.1.2.1.
de Material y Métodos). 24 horas post-transfeccion, las células se deprivaron
durante 12-16 horas de FBS y se estimularon o no con 1 yM de AB1-42 durante
30 minutos a 37°C. Finalmente, las células se lisaron con tampon RIPA vy las
proteinas de los lisados se cuantificaron por el método de Bradford (Bio-Rad).
Una vez cuantificadas, se realizd la cromatografia de afinidad por lectinas para
purificar las proteinas O-GIcNAciladas tal y como se describe en el apartado
2.4.6 de Material y Métodos. Para finalmente eluir las proteinas retenidas en la
matriz, y separarlas por SDS-PAGE seguidas de Western blot. Las bandas

inmuno-reactivas se visualizaron con anticuerpos especificos seguidos de ECL

El ABi1-42 oligomérico inducia una potente O-GIcNAcilacion del LPAR1 w.t.
(Figura 27A carril 4 comparado con carril 3 y Figura 27B, barra 2 comparada
con barra 1), esa O-GlcNAcilacién no se producia cuando se sustituyeron las
treoninas 43 y 47 por alaninas (Figuras 27 A y B). Este resultado apuntaba a
gue la O-GlcNAcilacion tenia lugar en ambas treoninas (T43 y T47) por lo que
posiblemente, la enzima OGT necesite de la disponibilidad de ambos residuos
para reconocer las dianas de O-GIcNAcilacion.
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Figura 27. Los oligbmeros de A B 1.42 O-GIcNAcilan al LPARL en los residuos T43
y T47. Astrocitos transfectados con las LPAR1 wt y los diferentes mutantes de las
treoninas de LPARL tratados o no durante 30 minutos con 5uM de ABi.42 se lisaron y
los lisados se sometieron a cromatografia de afinidad de lectinas. Se eluyeron las
proteinas asociadas a la matriz y se separaron por SDS-PAGE seguidas de Western
Blot, las bandas inmunoreactivas se visualizaron con anticuerpos anti-EGFP seguidas
de ECL. A) El panel superior muestra el LPAR1 O-glicosilado y el panel inferior la
expresion de LPAR1 total. Ambos paneles son el resultado de un experimento,
representativo de 3 experimentos independientes. B) Los resultados presentados en el
histograma representan la media £+ SEM de las densitometrias de 3 experimentos
independientes y el andlisis estadistico de la t-Student resulté ser significativo
(***p<0,001; ###p<0,001).

En su conjunto, podemos concluir que el receptor de LPA isoforma 1 se O-
GIcNAcila en las treoninas 43 y 47 por medio de la OGT, tanto in vitro como in
vivo y estas O-GIcNAcilaciones in vivo no estdn mediadas por el agonista
natural que es el LPA, sino por los oligdmeros de AB1-42. Mostrando que este
péptido sigue una dinamica de sefalizacion sobre el LPAR1 que nada tiene

que ver con el LPA.

Junto a los resultados obtenidos en el apartado 3, proponemos que la
activacion del eje Rac1/PYGM inducida por los oligébmeros de AB1-42, requiere
la participacion de la ITGB1 y controla la degradacion del glucogeno intracelular

con el fin de obtener mondmeros de glucosa-1-P. Estos son utilizados para la
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sintesis de UDP-GIcNAc, molécula necesaria para la O-GIcNAcilacion de

proteinas mediada por la OGT (Figura 28).
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Figura 28. La O-GlcNAcilacion del LPAR1 mediada por los oligomeros de ABi.s.
esta controlada por el tandem Racl/PYGM. Los apartados 3 y 4 del capitulo de
resultados sugieren que el tratamiento de 30 minutos con ABi42 oligomérico esta
regulando el aumento de O-GIcNAcilacion del LPAR1 en las treoninas 43 y 47
mediante la degradacion de glucogeno promovida por la activacion del eje
Racl/PYGM. La glucosa 1-P obtenida se utiliza para la sintesis de UDP-GIcNAc,
sustrato de la OGT que utiliza para la O-GIcNAcilacion de proteinas.

5. Papel de la PYGM y de la O-GIcNAcilacion de LPARL1 en la respuesta de

los astrocitos a los oligobmeros de AB1-42.

5.1. La generacion de especies reactivas de oxigeno mediadas por los
oligdbmeros de ABi-42 implican al tandem Racl/PYGM.

Dado que los oligdmeros de AB1-42 modulan la activacion del eje Rac1l/PYGM, y
que su sefalizacion aguas abajo no parece estar relacionada con el
metabolismo glucogenolitico, nos preguntamos qué respuestas celulares
controladas por los oligdmeros de ABi-42 estarian mediadas por este eje de
sefalizacion intracelular. Anteriormente, nuestro grupo de investigacion
describié que los oligdbmeros de ABi-42 controlaban la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en astrocitos primarios de rata a traves de la
GTPasa Racl (Wyssenbach et al. 2016).
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Teniendo en cuenta ésto, nosotros postulamos que el tAndem Racl/PYGM
podria intervenir en la generaciéon de ROS inducida por los oligdmeros de AB1-
42. Para resolver esta cuestion, se sembraron 150.000 células por pocillo en
una placa de 24 pocillos y se incubaron durante 12-16 horas en medio
suplementado con 1% de FBS. Posteriormente, las células se trataron durante
1 hora a 37°C con 70 ng/uL de péptido TAT (TAT-EGFP o TAT-RBD-PYGM)
para seguidamente estimularlas o no con 5uM de oligdbmeros de AB1-42 durante
30 minutos a 37°C. Finalmente, las células se lavaron con PBS y se incubaron
durante 20 minutos con 5 uM de sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen) a 37°C y se
midié la generacion de ROS tal y como se indica en el apartado 2.12 de

Material y Métodos.

Como se esperaba, los oligdbmeros de AB1-42 potenciaban la produccién de ROS
137,63+£7,72% (Figura 29, barra 2) comparada con el control, células no
tratadas (Figura 29, barra 1). Y esta produccién de ROS se bloqueaba por la
presencia de TAT-RBD-PYGM (92,61+9,23%) (Figura 29 barra 4 comparada
con barra 1). El péptido control TAT-EGFP per se no tenia ningun efecto sobre
la generacion de ROS (Figura 29, barras 1y 2).

Por lo tanto, estos resultados sugerian que el tandem Racl/PYGM controlaba

la produccién de ROS inducida por los oligobmeros de AB1-42.
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Figura 29. Los oligbmeros de APBi4 conducen a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) a través del tandem Rac1/PYGM. Cultivos de astrocitos
expuestos a 70 ng/uL de TAT-EGFP o TAT-PYGM durante 1 hora, fueron estimulados
0 no con 5uM de ABi.42 durante 30 minutos a 37°C. Se incubaron con 1 yM de sonda
CM-H2DCFDA y se midi6 la fluorescencia con una onda de excitacion de 485 nm y
una longitud de onda de emisiébn de 530 nm. Las medidas se relativizaron con
respecto al control negativo. Los resultados se representan en el histograma como la
media + SEM de tres experimentos independientes realizados por triplicado,
expresada en porcentaje de produccion de ROS y el analisis estadistico por t de
student resulté ser significativo (**p<0,01).

Con el fin de caracterizar la PYG responsable de la generacion de ROS
mediada por los oligbmeros de ABi-42, se silenciaron las tres isoformas. Para
ello, 4 millones de astrocitos por condicion se transfectaron con 10 pg de
esiRNA (esiEGFP, esiPYGB, esiPYGL o esiPYGM) (ver apartado 2.1.2.1. de
Material y Métodos). Al dia siguiente de la transfeccion, de cada condicion se
recogieron y se sembraron 150.000 células por pocillo en una placa de 24
pocillos, utilizando medio suplementado con 1% de FBS. Se incubaron durante
12-16 horas y se estimularon o no con 1 yM de oligébmeros de AB1-42 durante 30
minutos a 37°C. Finalmente, las células se lavaron con PBS y se incubaron con
5 uM de sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen) tal y como se indica en el apartado
2.12 de Material y Métodos.

Como muestra la Figura 30, los oligdmeros de AP1-42 producian un aumento
significativo de la generacion de ROS (128,16 % + 9,68, barra 2). Los mismos
resultados se obtenian cuando se habian silenciado tanto la isoforma de
cerebro (esiPYGB) (130,02 % * 9,88, barra 4) como la isoforma de higado
(esiPYGL) (118,50 % + 6,65, barra 6). Por el contrario, cuando se silencio la
expresion de PYGM, estas células no respondian a la generacion de ROS
dependiente de la presencia de oligdbmeros de ABi1-42 (82,74 % + 3,06 (Figura
30 barra 6 comparada con barra 1). Incluso, este valor descendié ligeramente
cuando fueron tratadas con los oligémeros de AB1-42 (70,09 % + 8,17) (Figura
30, barra 8).
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Figura 30. La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) controladas
por los oligbmeros de AB:.42 requieren de la actividad de la PYGM. Cultivos de
astrocitos silenciados con las diferentes isoformas de la PYG fueron estimulados o no
con 1 uM de ABi.s2 durante 30 minutos a 37°C. Se incubaron con 5uM de sonda CM-
H2DCFDA y se midi6 la fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 485
nm y una de emisiéon de 530 nm. Las medidas se relativizaron con respecto al control
negativo. Los resultados se representan en el histograma como la media £+ SEM de
tres experimentos independientes realizados por triplicad, expresada en porcentaje de
produccién de ROS vy el analisis estadistico por t de student resultdé ser significativo
(**p<0,01).

Estos resultados en su conjunto sugieren que no solo la generacion de ROS
mediada por los oligdbmeros de AB1-42 esta regulada por la GTPasa Racl, sino
que ésta implica a la isoforma muscular de la Glucégeno fosforilasa (PYGM).

5.2. Las O-GIcNAcilaciones de proteinas intervienen en la generacion de
ROS.

Nuestros resultados apuntaban a que la activacion de la PYGM por parte de los
oligdbmeros de APi-42 conducirian al aumento de O-GlIcNAcilaciones de
proteinas. Por ese motivo, el siguiente paso consistio en comprobar si estas
modificaciones postrasduccionales estaban mediando el aumento de especies

reactivas de oxigeno (ROS) inducido por los oligdmeros de AB1-42.

Para ello, se sembraron 150.000 células por pocillo en una placa de 24 pocillos
y se trataron con 10 yM de OSMI (inhibidor de OGT) o 12,5 yM de Thiamet-G

154



(inhibidor de la OGA) durante 12-16 horas en medio suplementado con 1% de
FBS. Seguidamente, los cultivos se estimularon o no con 1 uyM de APi-42
oligomérico durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, las células se lavaron con
PBS y se incubaron durante 20 minutos con 5 yM de sonda CM-H2DCFDA
(Invitrogen) a 37°C para finalmente medir la generacion de ROS tal y como se

indica en el apartado 2.12 de Material y Métodos.

Los oligdmeros de AB1-42 producian un aumento significativo de la generacion
de ROS de un 122,97+6,95% en las células tratadas con DMSO (vehiculo)
(Figura 31, barra 2 comparada con la barra 1). De forma inesperada, el
porcentaje de ROS producido por las células tratadas con OSMI fue de
131,82+9,57%, valor comparable al de las células pretratadas con DMSO vy
posteriormente tratadas con ABi-42 oligomérico (Figura 31, barra 3 comparada
con barra 2), esta producciéon de ROS no se modificd con el tratamiento con
AB1-42 oligomérico (Figura 31, 122,22+5,35%, barra 4). Por el contrario, el
tratamiento con Thiamet-G redujo la generacién de ROS muy por debajo del
nivel basal (Figura 30, 78,081+8,79%, barra 5), y bloqueé eficazmente el efecto
del AB1-42 oligomérico (80,60+5,83%).
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Figura 31. Los oligdmeros de AB..4> modifican el equilibrio OGT/OGA inducen la
generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) . Cultivos de astrocitos pre-
tratados con OSMI (inhibidor de OGT) y con Thiamet-G (inhibidor de OGA) fueron
estimulados o0 no con 1 uM de APi.42 durante 30 minutos a 37°C. Se incubaron con
5uM de sonda CM-H2DCFDA y se midi6 la fluorescencia con una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y una de emisién de 530 nm. Las medidas se relativizaron con
respecto al control negativo. Los resultados se representan en el histograma como la
media + SEM de tres experimentos independientes realizados por duplicado,
expresado en porcentaje de produccién de ROS y el andlisis estadistico por t de
student resulté ser significativo (*p<0,01; #p<0,01).

Los resultados obtenidos indican que tratamientos a tiempos cortos con AB1-42
oligomérico en células pre-tratadas con inhibidores farmacologicos de la OGT y
la OGA, modifican el equilibrio entre ambos enzimas alterando asi la
generacion de ROS en los astrocitos. Esto sugiere que los oligdbmeros de AR1-42
podrian desregular la actividad de las enzimas desencadenando a un aumento

de generacion de ROS.

5.3. La sobreexpresion de GFAP esta regulada por el eje Rac1/PYGM.

Una vez examinado el papel del eje Racl/PYGM y O-GlcNAcilaciones en la
generacion de especies reactivas de oxigeno, la siguiente pregunta fue si este
eje de sefalizacién participaba en la respuesta tardia de los astrocitos a los
oligdbmeros de ABi42. Dado que nuestro grupo de investigacion ya habia
descrito que la GTPasa Racl participaba en la astrogliosis (Wyssenbach et al
2016), nosotros investigamos si la sobreexpresiéon de uno de los marcadores
de astrogliosis, la proteina GFAP, dependia de la ruta de sefalizacion
controlada por el titndem Racl/PYGM.

En primer lugar, comprobamos los niveles de proteina GFAP por Western blot.
Para ello, 800.000 astrocitos fueron incubados en medio suplementado con 1%
de FBS durante 12-16 horas a 37°C y se pre-trataron con 70 ng/uL de TAT-
EGFP o TAT-RBD-PYGM durante 1 hora. A continuacién, se estimularon o no
con 1 pyM de AB1-42 y se incubaron durante 72 horas a 37°C para finalmente,
lisar las células. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE seguidas de
Western blot. Las bandas inmuno-reactivas incubadas con anticuerpos

especificos se visualizaron con ECL.

Como se esperaba, los oligobmeros de ABi42 inducian la sobreexpresion de

GFAP (Figura 32A, panel superior calle 2 comparada con calle 1). Y esta
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expresion, fue eficazmente bloqueada por el tratamiento con el péptido TAT-
RBD-PYGM (Figura 32A, panel superior calle 4 comparada con calle 2). El
segundo panel corresponde a la expresion de GAPDH, utilizado para relativizar
los valores de GFAP obtenidos en cada condicion. La Figura 32B representa el
andlisis densitométrico llevado a cabo en los Western blot, mostrando una vez
mas que el bloqueo ejercido por parte del péptido TAT-RBD-PYGM sobre la
expresion de GFAP mediado por los oligobmeros de ABi-42 (barra 4 comparada

con barra 2).
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Figura 32. La expresién de GFAP mediada por los oligomeros de ABisrequiere
del eje Racl/PYGM. A) Astrocitos pre-tratados durante 1 hora con 70 ng/uL de TAT-
EGFP o TAT-RBD-PYGM vy posteriormente, tratados o no con 1 uM de ABia
oligomérico durante 72 horas se analizd la expresion de GFAP por Western blot. Los
paneles son el resultado de un experimento independiente que es representativo de 5
experimentos. B) El histograma representa la media + SEM de las densitometrias de 5

157



experimentos independientes. El andlisis estadistico de la t-Student resulté ser
significativo en 72 horas de estimulacion (***p<0,001).

El siguiente paso fue verificar estos resultados de la expresiéon de GFAP
mediante microscopia confocal. Para ello, 40.000 células cultivadas en
coverslips, se mantuvieron en medio RPMI suplementado con 1% de FBS
durante 12-16 horas y se incubaron durante 1 hora a 37°C con vehiculo o con
70 ng/uL de TAT-RBD-PYGM. Posteriormente, las células se estimularon o no
conl de APBi-42 durante 72 horas a 37°C y se fijaron con 4% PFA durante 10
minutos. La inmunofluorescencia de GFAP se llevo a cabo como se indica en el

apartado 2.12.1 de Material y Métodos.

Como esperabamos, los oligobmeros de ABi42 favorecian la expresion
exacerbada de GFAP (Figura 32B). Sin embargo, esta sobreexpresiéon de
GFAP mediada por los oligdmeros de AB1-42 se bloqued totalmente cuando los
astrocitos se pretataron con TAT-RBD-PYGM (Figura 32D). La sobreexpresion
de GFAP, calculada por intensidad de fluorescencia de las células mostré que
se pasaba de un nivel basal de 27.600,81 + 2.749,45 a 75.316,67 + 6.149,99
en las células tratadas con oligobmeros de ABi-42 (Figura 32E, violines 1y 2). ,
En cambio, en células pretratadas con TAT-RBD-PYGM y posteriormente con
oligdbmeros de APi42, la sobreexpresion de GFAP se vio eficazmente
bloqueada, dando un valor de 24.838,06 + 1.354,78, y un valor de 29.956,56 +
3.443,30 cuando sélo se habian pretratado con TAT-RBD-PYGM (Figura 32E,
violines 3y 4).

Cuando cuantificamos el area que ocupaban las células en el coverslip,
comprobamos que el tratamiento con Afi-42 oligomérico inducia un aumento
medio del &rea ocupada por las células desde 433,48 + 32,48 um? (Figura 31F,
primer violin) a 749,76 + 68,70 um? (Figura 32F, segundo violin). Cuando las
células se pretrataron con TAT-RBD-PYGM vy posteriormente se estimularon
con el ABi-42 oligomérico el area ocupada por las células no se modifico
respecto al control (Figura 32F, violin 4 (323,64 + 23,50 pm?) comparado con
violin 1 (433,48 + 32,48 um?)), ni tampoco respecto a las células tratadas sélo
con TAT-RBD-PYGM (Figura 32F, violin 3 (444,760 + 34,74 um?). Este
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resultado sugeria que el péptido TAT-RBD-PYGM impedia de manera eficaz el

aumento de volumen celular mediado por los oligdmeros de AB1-42.
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Figura 32. Los oligomeros de ABi.12 controlan la sobreexpresion de GFAP y el
aumento del area celular a través de tdndem Racl/PYGM en astrocitos. A-D)
Inmunofluorescencia de GFAP en astrocitos tratados con 70 ng/uL de TAT-EGFP o
TAT-RBD-PYGM durante 1 hora y 1 uM APBise durante 72 horas. La
inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo a-
GFAP, seguido del secundario Goat a-Rabbit Alexa 488 (verde). Los nudcleos se
tiferon con DAPI (azul). Las fotografias son representativas de tres experimentos
independientes. E) La gréafica representa la media + SEM de la expresion GFAP
obtenida a partir del calculo de fluorescencia total corregida por célula de cada
condicion del canal verde (GFAP) (n=90). F) La gréfica representa la media + SEM del
area que ocupan las células (n=90). El andlisis estadistico t-Student de B y C resulté
ser significativo (***p<0,001)

Para confirmar el papel de la PYGM en la sobreexpresion de GFAP y en el
aumento del area celular de los astrocitos, silenciamos individualmente cada
una de las tres isoformas de la PYG. Para ello, astrocitos cultivados en
coverslips al 70% de confluencia, se deprivaron de FBS y se transfectaron con
10 pg de esiRNA (esiEGFP, esiPYGB, esiPYGL y esiPYGM), siguiendo la
metodologia descrita en el apartado 2.1.2.3 de Materiales y Métodos. Las
células deprivadas y transfectadas se incubaron durante 24 horas adicionales y
se trataron o no con 1 uyM de oligdmeros de AB1-42 durante 30 minutos a 37°C.
Al cabo de este tiempo, se fijaron con 4% PFA durante 10 minutos y el marcaje
del GFAP se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.12.1.
de Material y Métodos.

Como se esperaba, los oligdmeros de APi-42 inducian la sobreexpresion de

GFAP en células control (esiEGFP) (Figura 33B). La ausencia de expresion de
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la isoforma B (esiPYGB) no modificaba ese patrén de expresion de GFAP ni en
las células no tratadas (Figura 33C) ni en las tratadas con los oligobmeros de
AB1-42 (Figura 33D). Aunque la ausencia de expresion de la isoforma de higado
en cultivos tratados con oligdmeros de AB1-42 (Figura 33F) tampoco alteraba la
expresion de GFAP, no ocurria lo mismo con su respectivo control. Es decir, la
ausencia de expresion de la PYGL por si misma aumentaba la expresion de la
proteina GFAP (Figura 33E). Por el contrario, silenciando la isoforma muscular
de la PYG (esiPYGM) no sélo se bloqueaba la expresion de GFAP mediada por
los oligébmeros de AB1-42 (Figura 33H), sino que incluso tenia efecto sobre los
niveles basales de expresion de GFAP (Figura 33G), los cuales disminuian con

respecto al control (Figura 33A).

De nuevo, la sobreexpresion de GFAP se calculdo por la intensidad de
fluorescencia de las células (Figura 331) mostrando que se pasaba de un nivel
basal de 14.874,10 + 1.024,48 a 34.214,41 + 1.024,48 en las células tratadas
con oligbmeros de ABi-42 (violines 1 y 2). Estos valores eran practicamente
similares a los obtenidos cuando se silenciaba la PYGB: 10.378,29 £+ 926,77 sin
tratar con ABi-42 oligomérico (violin 3), y 28.694,30 + 1.986,11 en células
tratadas (violin 4). Se observd una tendencia similar en los astrocitos
silenciados para la PYGL, con la diferencia que el valor basal de expresion de
GFAP fue significativamente mayor que la del control (30.078,71 + 2.123,11
frente a 14.874,10 + 1.024,48, violines 6 y 1). Cuando las células silenciadas
para la PYGL fueron tratadas con oligobmeros de ABi42, la intensidad de
fluorescencia correspondia a 42.536,57 + 2.123,11 (violin 6). Por ultimo, tras el
silenciamiento de la PYGM se mantuvo la intensidad de fluorescencia tanto en
presencia como en ausencia de tratamiento con oligobmeros de APi-a2,
concretamente de 12.483,30 = 662,03 y 10.894,70 + 961,32, respectivamente
(violines 7 y 8).
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Figura 33. La PYGM controla la sobreexpresiéon de GFAP inducida por los
oligémeros de AB:.4.. A-H) Inmunofluorescencia de GFAP en astrocitos transfectados
con esiEGFP, esiPYGB, esiPYGL o esiPYGM fueron tratados o no con 5uM de ABi-42
durante 72 horas. La inmunofluorescencia se llevo a cabo utilizando un primer marcaje
con anticuerpo a-GFAP, seguido del secundario Goat a-Rabbit Alexa 488 (verde). Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias son representativas de tres
experimentos independientes. |) La grafica representa la media + SEM de la expresion
GFAP obtenida a partir del calculo de fluorescencia total corregida por célula de cada
condicion del canal verde (GFAP) (n=90). J) La gréfica representa la media + SEM del
area que ocupan las células ((n=90). El analisis estadistico t-Student resulté ser
significativo (***p<0,001).

Al cuantificar el area que ocupaban las células en el coverslip (Figura 33J), se
aprecié un aumento significativo de ésta en las células controles (esiEGFP) y
tratadas con APi42 oligomérico (914,80 pm? + 85,51) comparado con sus
controles no tratados 660,76 um? + 49,082) (violines 2 y 1). La misma
tendencia se observo en las células silenciadas con esiPYGB y con esiPYGL.
Concretamente, se obtuvieron los siguientes valores basales 566,32 ym? +
42,664 y de 675,64 ym? + 675,600 + 43,649, respectivamente (Figura 33,
violines 3 y 5) y cuando se trataron las células con ABi-42 oligomérico, éstos se

incrementaron hasta 882,96 ym? =+ 56,17 y 745,24 ym? + 46,39 (Figura 33J,

violines 4 y 6). Por otra parte, el tratamiento con oligdmeros de AB142 en las
células a las que se silenci6 la isoforma muscular, no aumenté el area celular,
siendo de 474,28 ym? + 29,666 (violin 8), valor que se mantuvo como el basal
(597,375 um? + 26,948, violin 7).
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En conjunto, estos resultados sugieren que los oligdmeros de AB1-42 a través de
la activacion del eje de sefalizacion celular Racl/PYGM controlan la
astrogliosis. Siendo la isoforma muscular, PYGM, la que regula esa respuesta a

los oligdmeros de AB1-42 en los astrocitos humanos inmortalizados.

5.4. Las O-GIcNAcilaciones de proteinas inducen a la sobreexpresiéon de
GFAP.

Nuestros resultados apuntaban a que los oligdmeros de AB142 aumentaban las
O-GlIcNAcilaciones de proteinas a través de la PYGM. Por lo tanto, nuestro
siguiente paso fue comprobar si estas modificaciones postrasduccionales
condicionaban la astrogliosis.

Para ello, 800.000 células se sembraron en medio suplementado con 1% de
FBS y se trataron con 10uM de OSMI o 12,5uM de Thiamet-G durante 12-16
horas a 37°C. A continuacion, se estimularon o no con 1 yM de AB142 y se
incubaron durante 72 horas a 37°C para finalmente lisarlas. Las proteinas de
los lisados se separaron por SDS-PAGE seguidas de Western blot y las bandas
inmuno-reactivas incubadas con anticuerpos especificos se visualizaron con
ECL.

Como esperabamos, los oligdmeros de APi42 aumentaban la expresion de
GFAP (Figura 34A, primer panel, calle 2 comparada con calle 1). El pre-
tratamiento con OSMI (inhibidor de OGT) bloque6é eficazmente la
sobreexpresion de GFAP mediada por el ABi-42 oligomérico (Figura 34A, primer
panel, calle 4 comparada con calle 2). Por otra parte, el pre-tratamiento con
Thiamet-G indujo una cierta sobreexpresion de GFAP (Figura 34A, panel 1,
calle 5 comparada con calle 1), mientras que la combinacion Thiamet-G y
oligébmeros de AB1-42 bloqueaba la sobreexpresion de GFAP (Figura 34A, panel
1, calle 6 comparada con calle 2). La Figura 34B muestra el resultado de la
cuantificacion de las densitometrias de los Western blot. La expresion de GFAP
en astrocitos tratados con ABi-42 aumento hasta un 200,88% =+ 20,65 (barra 2),
el pre-tratamiento de las monocapas con Thiamet-G incrementaba un 174,69 %
+ 20,89,(barra 5) con respecto al control. Este incremento se vi6 disminuido al
tratar las células con la combinacion Thiamet-G y AB1-42 oligomérico (126,47 %

+ 16,33), y se bloqued totalmente en la condicién del pre-tratamiento con OSMI

164



tanto sin como con tratamiento de AB1-42 oligomérico (91,32 % + 8,73 y 105,45

% + 4,50, barras 3 y 4 respectivamente).
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Figura 34. La expresion de GFAP mediada por los oligoémeros de AB..4>depende
del equilibrio OGT/OGA. A) Astrocitos pre-tratados durante 12-16 horas con 10uM de
OSMI o 12,5uM de Thiamet-G posteriormente tratados o no con 1 pM de ABis
durante 72 horas, fueron lisados y se analizé la expresion de GFAP por Western blot.
Los Western blots son el resultado de un experimento representativo de 5
experimentos independientes. B) El histograma representa la media + SEM de las
densitometrias de 5 experimentos independientes. El analisis estadistico de la t-
Student resulto ser significativo en 72 horas de estimulacion (**p<0,01; *p<0,05).

En resumen, estos resultados apuntan al igual que ocurria con la generacion
de ROS (Figura 31) que los oligdbmeros de APi-42 podrian desregular el
equilibrio OGT/OGA incidiendo en una alteracion de las O-GlcNAcilaciones/de-

O-GIcNAcilaciones modificando la sobreexpresion de GFAP.
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Para verificar este hallazgo, estudiamos la sobreexpresion de GFAP por
microscopia confocal en astrocitos pre-tratados con los inhibidores OSMI y
Thiamet-G y estimulados con los oligdbmeros de APi42. Para ello, 40.000
células cultivadas en coverslips, se trataron con 10 yM de OSMI 0 12,5 yM de
Thiamet-G y se mantuvieron en medio suplementado con 1% de FBS durante
12-16 horas. Posteriormente, las células se estimularon o no con 1 pM de AB1-
42 oligomérico durante 72 horas a 37°C y se fijaron con 4% PFA durante 10
minutos. La deteccion por inmunofluorescencia de GFAP se llevo a cabo como

se indica en el apartado 2.12.1 de Material y Métodos.

Como se esperaba, los oligdbmeros de ABi142 inducian la sobreexpresion de
GFAP (Figura 35B). Al igual que ocurria en la Figura 33, el tratamiento con
OSMI bloqueé eficazmente la sobreexpresion de GFAP mediada por los
oligdmeros de APi42 (Figura 35D). Por otro lado, el inhibidor de la OGA
(Thiamet-G) presentaba un efecto positivo sobre la expresion de GFAP (Figura
35E), mientras que esta expresion decrecia bruscamente cuando se trataban
con oligbmeros de ABi-42 (Figura 35F). Observando tanto la morfologia celular
como su confluencia postulamos que la combinacién de Thiamet-G con
oligdmeros de ABi142mas que un efecto inhibitorio estaria ejerciendo un efecto

toxico para las células.

Con el fin de cuantificar la expresién de la proteina GFAP en cada una de las
condiciones, se determind la intensidad de fluorescencia celular del canal verde
(Figura 35G). Las células tratadas con oligdmeros de ABi-42 aumentaron su
valor de intensidad de fluorescencia desde 25.927,88 + 2.376,51 hasta
41.058,49 + 4.445,75 (Figura 35G, violines 1 y 2). Por otra parte, las células
pre-tratadas con OSMI mantuvieron su intensidad de fluorescencia, 21.395,75
+ 2.227,75. Cuando se trataron con ABi-42 oligomérico, la intensidad paso a
29.083,19 + 2.16 (Figura 35G, violines 3 y 4), ambos valores similares al control
de 25.927,88 + 2.376,51 (violin 1). En el caso del pre-tratamiento con Thiamet-
G, el valor basal de intensidad fue de 38.700,56 = 2.842,10, comparable al
obtenido en las células tratadas con ABi-42 oligomérico (41.058,490 + 4.445,75,
Figura 35G, violin 5 comparado con violin 2). Las células pre-tratadas con

Thiamet-G y tratadas con APi-42 oligomérico, descendieron el valor de
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intensidad de fluorescencia hasta 27.171,23 + 2.718,94 (violin 6), siendo

comparable al valor de las células control (Figura 35G, violin 1).

Al cuantificar el area que ocupaban las células en el coverslip (Figura 35H), se
aprecio un aumento significativo de ésta en las células tratadas con ABi-42
(660,52 + 41,43 ym?) comparado con su control, 455,24 + 34,98 ym?) (Figura
35H, violin 2 comparado con 1). Por el contrario OSMI bloqueaba de manera
eficaz el aumento del &rea celular mediada por los oligdbmeros de AB1-42, siendo
de 454,41 + 31,91 ym? (Figura 35H, violin 4), ademas OSMI por si mismo no
ejercia ningun efecto aparente sobre el espacio ocupado de las células (Figura
35H, violin 3 (488,16 + 46,863 ym?)). Finalmente, en células pre-tratadas con
Thiamet-G, el area celular aumenté hasta 744,08 + 51,45 uym?, mientras que la
combinacion con los oligdbmeros de ABi-42, producia una caida del area por
debajo del control no tratado (Figura 35H, violin 6 (354,33 um? + 44,13)).

DMSO OSMI THIAMET-G

-
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Figura 35. La OGT controla la sobreexpresién de GFAP inducida por los
oligébmeros de AB:.4. A-F) Inmunofluorescencia de GFAP en astrocitos pre-tratados
con 10uM de OSMI o 12,5uM de Thiamet-G durante 12-16 horas y posteriormente
tratados o no con 5uM de ABi.42 durante 72 horas. La inmunofluorescencia se llevo a
cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo a-GFAP, seguido del secundario
Goat o-Rabbit Alexa 488 (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las
fotografias son representativas de tres experimentos independientes. G) La gréfica
representa la media + SEM de la expresion de GFAP obtenida a partir del calculo de
fluorescencia total corregida por célula de cada condicion del canal verde (GFAP)
(n=90) . H) La gréfica representa la media + SEM del area ocupada por las células
(n=90). El andlisis estadistico t-Student resulté ser significativo (**p<0,001).
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En conjunto, estos resultados apuntan a que el aumento de O-GIcNAcilaciones
mediado por OGT y promovido por el tratamiento con oligdmeros de APi-42
conduce a la astrogliosis. Por otra parte, parece ser necesaria la actividad de la
OGA, ya que como indican los resultados con Thiamet G, si no se producen las
correspondientes  des-O-GIcNAcilacion de proteinas, combinadas con

oligdmeros de AB1-42 reducen la supervivencia de los astrocitos

5.5. La sobreexpresion de GFAP mediada por oligomeros de ABi-42
depende de la O-GIcNAcilacién del LPARL1.

Una vez investigada la implicacion del tAindem Racl/PYGM y de las O-
GIcNAcilaciones en la astrogliosis mediada por los oligbmeros de APi-42,
investigamos si el LPAR1 y concretamente en su forma O-GIcNAcilada,

participaba en este proceso.

Para ello, astrocitos cultivados en coverslips al 70% de confluencia, se
deprivaron de FBS y se transfectaron con 500 ng de pEGFP-LPARL, con 40 pg
de esiEGFP o con 40 pg de esiLPAR1, siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 2.1.2.3 de Materiales y Métodos. Se trataron o no con 1 uyM de
oligdmeros de ABi-42 durante 72 horas a 37°C. Al cabo de este tiempo, se
fijaron con 4% PFA durante 10 minutos y el marcaje del GFAP se llevé a cabo
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.12.1. de Material y Métodos.
En este caso, el marcaje de GFAP se cambio por el Donkey a-Rabbit Alexa
647 debido a que se transfecté una construccion con EGFP, etigueta que se
solapa con el marcaje del anticuerpo utilizado hasta ahora (Goat a-Rabbit
Alexa 488).

Como se esperaba, los oligdbmeros de AB1-42 modulaban la sobreexpresion de
GFAP en células control transfectadas con esiEGFP (Figura 36B). Sin
embargo, el ABi-42 oligomérico no mediaba la sobrexpresion de GFAP en los
astrocitos a los que previamente se les habia silenciado el LPAR1 (Figura 36D)
comparada con Figura 36B. Por otra parte, astrocitos que sobreexpresaban
LPAR1 w.t. y se les estimulaba con los oligdmeros de ABi-42, como era de

esperar sobrexpesaban GFAP (Figura 36F).
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Con el fin de cuantificar la expresién de la proteina GFAP en cada una de las
condiciones, se determino la intensidad de fluorescencia emitida en el canal
rojo lejano (Figura 36G). Las células transfectadas con esiEGFP y tratadas con
oligdmeros de Api42 incrementaron su intensidad de fluorescencia desde
28.081,06 + 1.022,19 hasta 42.395,74 + 2.590,60 (Figura 36G, violines 1y 2).
Por otra parte, la expresion de GFAP basal de las células transfectadas con
esiLPAR1 descendia significativamente comparada con la expresion de GFAP
basal de las células transfectadas con esiEGFP (Figura 36G, violin 3
comparado con violin 1), siendo sus intensidades de fluorescencia de
24.650,79 + 1.177,23. Y esa intensidad no varid en presencia de oligébmeros de
AB1-42 (Figura 36G, violin 4; 23.748,34 + 992,31). Finalmente, las células
transfectadas con LPAR1 w.t. y tratadas con oligdmeros de APi42
incrementaron su intensidad de fluorescencia desde 28.924,62 + 1.713,82
hasta 46.549,70 £ 2.512,63 (Figura 36G, violines 3y 4).

Al cuantificar el area que ocupaban las células en el coverslip (Figura 36H),
comprobamos un aumento significativo de ésta en las células transfectadas
con esiEGFP y tratadas con AB1-42 oligomérico (707,98 + 30,76 um? comparado
con su control, 505,37 + 16,80 um?) (Figura 36H, violines 2 y 1). Por otra parte,
el area ocupada por las células silenciadas de LPAR1 no vari6 con el
tratamiento de AB1-42 oligomérico, siendo de 493,75 + 21,72 um?y de 484,78 +
21,25 um? (Figura 34H, violines 3y 4, respectivamente). Finalmente, las células
qgue fueron transfectadas con LPAR1 w.t. respondieron de la misma forma al
tratamiento con AB1-42 oligomérico que las células esiEGFP, siendo de 760,40 +
46,44 ym? las que fueron tratadas (Figura 36H, violin 6) y de 503,24 + 27,83
um? las que no lo fueron (Figura 36H, violin 5).
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Figura 36. EI LPARL participa en la sobreexpresion de GFAP y el aumento del
area celular en astrocitos tratados con A1 oligomérico. A-F)
Inmunofluorescencia de GFAP en astrocitos transfectados como se indica y tratados o
no con 1 uyM de ABi42. La inmunofluorescencia se llevd a cabo utilizando un primer
marcaje con anticuerpo a-GFAP, seguido del secundario Goat a-Rabbit Alexa 647
(rojo lejano). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias son
representativas de tres experimentos independientes. G) La gréfica representa la
media + SEM de la expresion de GFAP obtenida a partir del calculo de fluorescencia
total corregida por célula de cada condicién del canal verde (GFAP) (n=90). H) La
grafica representa la media + SEM del area ocupada por la célula (n=90). El analisis
estadistico t-Student resulté ser significativo (***p<0,001; ##p<0,01).

Estos resultados sugieren que los oligdmeros de AB1-42implican al LPAR1 en la
sobreexpresion de GFAP y en el aumento del area celular . Con todo ello, el
siguiente paso fue examinar si la O-GlcNAcilacion del LPAR1 mediada por el
AB1-42 oligomérico era el mecanismo mediante el cuél se controlaban estos dos

procesos.

Para ello, astrocitos cultivados en coverslips al 70% de confluencia, se
deprivaron de FBS y se transfectaron con 500 ng de pEGFP-LPARL1, pEGFP-
LPAR1™3A  pEGFP-LPAR1™A 'y pEGFP-LPAR1T3*T47A  sjguiendo la
metodologia descrita en el apartado 2.1.2.3 de Materiales y Métodos. Se
trataron o no con 1 uyM de oligdbmeros de ABi-42 durante 72 horas a 37°C. Al
cabo de este tiempo, se fijaron con 4% PFA durante 10 minutos y el marcaje
del GFAP se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.12.1.

de Material y Métodos. En este caso, el marcaje de GFAP se cambid por el
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Donkey a-Rabbit Alexa 647 debido a que se transfectaron construcciones con
EGFP, etiqueta que se solapa con el marcaje del anticuerpo utilizado hasta
ahora (Goat a-Rabbit Alexa 488).

Como se esperaba, los oligobmeros de AB1-42 modulaban la sobreexpresion de
GFAP en células transfectadas con LPAR1 w.t. (Figura 37B). Sin embargo, en
todos los casos en los que los astrocitos expresaban los diferentes mutantes
en alanina de LPARL1, la sobreeexpresion de GFAP mediada por el tratamiento
con AB1-42 se encontraba bloqueada (Figuras 37D- I).

Con el fin de cuantificar la expresion de la proteina GFAP en cada una de las
condiciones, se determino la intensidad de fluorescencia emitida en el canal
rojo lejano (Figura 37J). Las células transfectadas con LPAR1 w.t. y tratadas
con oligébmeros de ABi-42 incrementaron su intensidad de fluorescencia desde
31.520,92 + 1.917,99 hasta 49.012,78 £ 6.043,97 (Figura 37J, violines 1y 2).
Por otra parte, la expresion de GFAP basal de cada uno de los mutantes
descendia significativamente comparada con la expresién de GFAP basal de
las células transfectadas con LPAR1 w.t. (Figura 37J, violines 3, 5y 7), siendo
sus intensidades de fluorescencia de 17.470,04 + 1.299,56 (LPAR1T434),
18.999,18 + 1.887,00 (LPAR1™7A) y de 23.266,32 + 2.143,11 (LPAR1T43A+T47A),
Y esa intensidad no varié en presencia de oligdbmeros de ABi42 (Figura 37J,
violines 4,6,8) 18.058,21 + 1.744,65 (LPAR1T™3%\) 16.680,00 + 1.497,60
(LPAR1™7A) y 25.719,95 + 2.049,22 (LPAR1T43A+T47A)

Al cuantificar el area que ocupaban las células en el coverslip (Figura 37K),
comprobamos un aumento significativo de ésta en las células transfectadas
con LPAR1 w.t. y tratadas con AB1-42 (808,37 + 79,20 um? comparado con su
control, 567,31 + 44,99 um?) (Figura 37K, violines 2 y 1). En células
transfectadas con los mutantes de LPAR1 y tanto en presencia como en
ausencia de oligbmeros de APi42 las areas ocupadas por las células
practicamente no variaron con respecto a las células control (Figura 37J, violin
1), siendo de 516,43 + 29,14 um? (LPAR1™3A), 538,47 + 60,37 pm?
(LPAR1™7A) y 578,16 + 63,45 ym? (LPAR1T43A*T47A) (Figura 37J, violines 3,5y
7) 599,06 + 38,14 ym? (LPAR1T43A), 426,27 + 29,08 uym? (LPAR1T47A) y 446,56
+ 39,64 ym? (LPAR1T43A+T47A) (Figura 37J, violines 4, 6 y 8).
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Figura 37. EI LPAR1 O-GIcNAcilado en las treoninas 43 y 47 participa en la
sobreexpresion de GFAP y el aumento del area celular en astrocitos tratados
con APBia2 oligomérico. A-lI) Inmunofluorescencia de GFAP en astrocitos
transfectados con los plasmidos indicados y tratados o no con 5uM de ABi4. La
inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo a-
GFAP, seguido del secundario Goat a-Rabbit Alexa 647 (rojo lejano). Los nlcleos se
tiferon con DAPI (azul). Las fotografias son representativas de tres experimentos
independientes. J) La grafica representa la media + SEM de la expresion de GFAP
obtenida a partir del calculo de fluorescencia total corregida por célula de cada
condicién del canal verde (GFAP) (n=90). K) La grafica representa la media + SEM del
area ocupada por la célula (n=90). El analisis estadistico t-Student resultdé ser
significativo (**p<0,001).

Para confirmar el papel de la O-GIcNAcilacién en los residuos treonina 43 y
treonina 47 de LPARL1 en la astrogliosis mediada por los oligébmeros de ABi-a2, y
basandonos en la estrategia de interferencia utilizada con el péptido TAT-RBD-
PYGM, nosotros desarrollamos los péptidos permeables TAT-OBD-LPAR1 y
TAT-OBD-LPAR1T43A+T47A Estos péptidos estan basados en una region de 22
aminoacidos del LPAR1 que incluye las treoninas 43 y 47 0 sus mutantes en
alanina, tal y como se indica en el apartado 2.2.4 de Material y Métodos.

Con todo ello, 40.000 astrocitos cultivados en coverslips se incubaron durante
12-16 horas con medio suplementado con 1% de FBS, se pre-trataron o no con
70 ng/uL de TAT-EGFP, TAT-OBD-LPAR1 o0 TAT-OBD-LPAR1T3A*T47A durante
1 hora y seguidamente se trataron con 1 yM de oligdbmeros de ABi-42 durante

72 horas a 37°C. Al cabo de este tiempo, se fijaron con 4% PFA durante 10
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minutos y el marcaje del GFAP se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito

en el apartado 2.12.1. de Material y Métodos.

Como se esperaba, los oligdmeros de ABi-42 favorecian la sobreexpresion de
GFAP (Figura 38B). Sin embargo, ésto no sucedié cuando las células se
habian pretratado previamente con TAT-OBD-LPARL1 (Figura 38D). El péptido
TAT-OBD-LPAR1 por si mismo no afecto a la sobreexpresion de GFAP (Figura
38C). Finalmente, la expresion de GFAP en las células pretratadas con TAT-
OBD-LPAR1T43A*T47A " tampoco se vio afectada (Figura 36E), pero si eran
tratadas posteriormente con Afi42 oligomérico, la expresion de GFAP

aumentaba ligeramente (Figura 38F).

Con el fin de cuantificar la expresién de la proteina GFAP en cada una de las
condiciones, se determiné la intensidad de fluorescencia emitida en el canal
rojo lejano (Figura 38J). Las células control tratadas con oligobmeros de AB1-42
incrementaron su intensidad de fluorescencia desde 22.504,86 * 1.390,15
hasta 43.410,67 + 3.118,03 (Figura 38G, violines 1 y 2). La intensidad de
fluorescencia se mantuvo en valores comparables a los del control en las
células que fueron pretratadas con TAT-OBD-LPARL1, siendo de 25.030,93 *
1.447,14, y de 23.678,95 + 924,79 en aquellas que posteriormente fueron
tratadas con APi-42 oligomérico (Figura 38G, violines 3 y 4 comparados con
violin 1). Lo mismo ocurrié con las células que fueron sélo tratadas con TAT-
OBD-LPAR1T43A+T47A (18.251,48 + 1.073,78, Figura 38G, violin 5). Sin embargo,
en las que ademas fueron tratadas con ABi-42 oligomeérico, la intensidad de
fluorescencia ascendié de forma significativa hasta 32.668,72 + 2.745,49
(Figura 38G, violin 6).

Al cuantificar el 4rea que ocupaban las células en el coverslip (Figura 38H),
comprobamos un aumento significativo en las células tratadas con Afi-42
(722,03 + 51,00 ym? comparado con su control, 504,34 + 26,56 um?) (Figura
38H, violines 2 y 1). En células tratadas con TAT-OBD-LPAR1 y tanto en
presencia como en ausencia de oligdmeros de AB1-42 las areas ocupadas por
las células practicamente no variaron con respecto a las células control (520,87
+ 27,86 ym?y 516,60 + 28,93 uym?, respectivamente; Figura 38H, violines 4 y
3). En cambio, en células que fueron pretratadas con TAT-OBD-LPAR1T43A+T47A

y posteriormente con ABi-42 oligomeérico, el area ocupada ascendié de forma
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significativa respecto a las células control (852,63 um? + 72,72 comparado con
504,34 + 26,56 ym?, Figura 38H, violines 6 y 1).
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Figura 38. El tandem OGT/LPARL1 promueve la sobreexpresion de GFAP y el
aumento del area celular mediada por los oligobmeros de ABia. A-F)
Inmunofluorescencia de GFAP en astrocitos pre-tratados o no durante 1 hora con 70
ng/uL de TAT-EGFP, TAT-ORB-LPAR1 0 TAT-ORB-LPAR1™3A*T47A y posteriormente
tratados o no durante 72 horas con 5uM de ABi-42. La inmunofluorescencia se llevé a
cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo a-GFAP, seguido del secundario
Goat a-Rabbit Alexa 488 (verde). Los nucleos se tifileron con DAPI (azul). Las
fotografias son representativas de tres experimentos independientes. G) La gréfica
representa la media + SEM de la expresion de GFAP obtenida a partir del calculo de
fluorescencia total corregida por célula de cada condicion del canal verde (GFAP)
(n=90). H) La grafica representa la media + SEM del area ocupada por la célula
(n=90). El andlisis estadistico t-Student resulté ser significativo (***p<0,001; **p<0,01).

Resumiendo, el conjunto de los resultados presentados en el apartado 5 de
este capitulo sugieren que la astrogliosis mediada por los oligdbmeros de AB1-42
estaria controlada por la ruta de sefalizacion Rac1l/PYGM, la cual conduciria a
modificaciones postrasduccionales por O-GlcNAcilaciones de proteinas y entre
ellas estaria las del receptor de LPAR1, el cual en esta configuracion seria

clave como mediador en la astrogliosis (Figura 38).
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Figura 38. La astrogliosis mediada por AB:.4> 0ligomérico estaria regulada por la
O-GIcNAcilacion de LPARL. Los resultados obtenidos en el apartado 5 sugieren que
la astrogliosis medida como sobreexpresion de GFAP y como el aumento del area
celular ocupada en la superficie, depende de la O-GlcNAcilacion del LPARL.

6. Papel del LPA en el control de sefializacion emanada de los oligdmeros

de AB142 en astrocitos.

6.1. Papel del LPA en la degradacién de los granulos nucleares de los
astrocitos.

Dado que el LPAR1 parece que participa en el proceso de la astrogliosis
inducida por los oligdmeros de AB1-42 y teniendo en cuenta que el agonista de
este receptor, LPA, no conduce a su O-GlIcNAcilacién (Figura 26), nosotros
postulamos que la presencia de LPA en el medio de crecimiento de los
astrocitos podria funcionar como un contrapeso a la presencia de los

oligdbmeros de AB1-42.

Para abordar esta cuestion, primero examinamos si la administracion de LPA
podia mediar en la degradacién de los granulos de glucégeno como lo hacia el
tratamiento con oligdbmeros de ABi42. Para ello, 40.000 células por pocillo
fueron sembradas en coverslips. Se mantuvieron en medio con 1% de FBS
durante 12-16 horas y se estimularon con 1 uM de ABi-42 oligomérico,100 nM

LPA o una combinacion de ambos compuestos durante 30 minutos.
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Posteriormente, se fijaron las células con metanol frio (-20°C) durante 6
minutos. El marcaje del glucégeno se llevdo a cabo siguiendo los pasos

descritos en el apartado 2.12.2. de Material y Métodos.

Como se esperaba, los astrocitos no tratados presentaban acumulacion de
granulos de glucdégeno en el nudcleo celular (Figura 39A), los cuales
practicamente desaparecian con el tratamiento de APi-42 oligomérico (Figura
39B). Por otra parte, cuando las células fueron tratadas con LPA, se produjo
también un descenso brusco de los granulos de glucégeno (Figura 39C). Sin
embargo, el tratamiento combinado de ambos compuestos resultd
sorprendente puesto que la degradacion de los granulos de glucégeno no se
produjo (Figura 39D), presentaban la misma apariencia que las células control,
no tratadas (Figura 39A).

El contaje de los granulos nucleares de glucogeno (Figura 39E) dio como
resultado que las células no tratadas (control) contenian 69,88 + 5,43 granulos,
frente a los 5,88 + 0,98 que le quedaban a los astrocitos tratados con ABi-42
oligomérico. El LPA también mediaba la degradacién masiva de los granulos
de glucogeno (15,80 + 2,64), aunque no lo hacia con la misma eficacia que el

AB1-42 oligomérico. La combinacion de ambos compuestos no modifico el

namero de granulos de glucégeno nucleares (57,32 + 6,05 frente a control
69,88 + 5,43).

Control
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Figura 39. Efecto de los oligbmeros de ABi-a2y del LPA sobre la degradacion de
granulos de glucégeno. A-D) Marcaje del glucogeno celular con la sonda GST-
GYSC en astrocitos tratados o no con 5uM de AB1.42, 100nM LPA o una combinacion
de ambos. La inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando un primer marcaje con
anticuerpo « -GST, seguido del secundario Goat « -Rabbit Alexa 488 (verde). Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias son representativas de tres
experimentos independientes. E) La gréfica de violines representa la media + SEM del
namero de granulos de glucégeno nucleares de tres experimentos independientes (n=
63). El analisis estadistico t-Student resulté ser significativo (#p<0,05; ###p<0,001).

Este resultado sugiere que los oligdmeros de AB1-42y el LPA no comparten las
mismas rutas de sefializacién que conducen a la degradacion del glucégeno en

los astrocitos.

6.2. Cinética de degradacion y recuparacién del glucogeno nuclear
mediada por AB1-42 oligomérico y LPA.

Llegados a este punto, nosotros investigamos cémo evolucionaban los
granulos de glucégeno en presencia de oligobmeros de APBi42 o0 de LPA a lo
largo del tiempo. Para ello, se sembraron 40.000 astrocitos por coverslip, se
mantuvieron en medio con 1% de FBS durante 12-16 horas y se estimularon o
no con AB1-42 oligomérico o con LPA durante los tiempos indicados en la Figura
40. Posteriormente, se fijaron las células con metanol frio (-20°C) durante 6
minutos. El marcaje del glucégeno se llevdo a cabo siguiendo los pasos

descritos en el apartado 2.12.2. de Material y Métodos.
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Como muestra la Figura 40, 30 minutos de exposicion tanto a los oligdmeros de
AB1-42, como al LPA, provocaban la degradacion de los granulos de glucogeno
celulares en general y de los nucleares en particular, haciendo una limpieza de
ellos casi absoluta en los tratados con oligdbmeros de APi42 (Figura 40B)
mientras que el LPA era un poco menos eficaz (Figura 40H). En efecto, al
cuantificar el numero de granulos de glucégeno (Figura 40L), éste cayé a 10,00
+ 517 en el caso de los astrocitos tratados con oligobmeros de APi-42
comparado con su control (53,78 + 11,20), mientras que en los astrocitos
tratados con LPA descendieron de forma menos contundente, hasta 23,00 +

9,83 frente a los 54,87 + 12,63 de su respectivo control.

Cuando ambos tratamientos se prolongaron durante 60 minutos, los resultados
sobre los granulos de glucégeno fueron completamente diferentes y a su vez
muy sorprendentes. Mientras que el numero de los granulos de glucégeno
(21,11 = 4,30) se mantenia practicamente igual al de 30 minutos con el
tratamiento de LPA (Figuras 40l y L), la acumulacién de los granulos de
glucégeno intracelulares en general, y los nucleares en particular en las células
tratadas con oligébmeros de ABi-42 se dispararon hasta 121,22 + 14,55 (Figura
40CyL).

Este numero de granulos de glucégeno descendié a los 180 minutos de
exposicion al ABi-42 oligomérico (79,50 + 13,10, Figuras 40E y L), llegando a los
valores control al cabo de 360 minutos (49,89 + 5,94 Figuras 40F y L). Por el
contrario la recuperacion de los granulos de glucégeno tras el tratamiento con
LPA fue progresiva, a los 180 minutos se detectaban 40,86 + 16,19 granulos
(Figuras 40J y L), llegandose practicamente a los valores control a las los 360

minutos de tratamiento, 48,78 * 8,61 granulos de glucégeno (Figuras 40K y L).

182



183



—
N—r

150+

Numero de granulos
de glucégeno

1 1 1 1 1 1
0 60 120 180 240 300 360
Tiempo (min)

Figura 40. Cinética de degradacién y recuperacién de granulos de glucégeno
intranucleares en astrocitos tratados por APis2 0 por LPA. A-K) Marcaje del
glucdgeno celular con la sonda GST-GYSC en astrocitos tratados con 5 uM de AB1.42 0
100nM de LPA durante los tiempos indicados. La inmunofluorescencia se llevé a cabo
utilizando un primer marcaje con anticuerpo «-GST, seguido del secundario Goat « -
Rabbit Alexa 488 (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias son
representativas de tres experimentos independientes. L) El gréfico representa la media
+ SEM del nimero de granulos de glucégeno nucleares a lo largo del tiempo de
tratamiento de tres experimentos independientes (n=63). El andlisis estadistico t-
Student resulté ser significativo ###p<0,001; ***p<0,001).

En resumen, las cinéticas de degradacién y recuperacion de los granulos de
glucégeno nucleares difieren totalmente en funcién del estimulo, siendo el
periodo comprendido entre 30 y 180 minutos la ventana de tiempos en la que
se pone de manifiesto ese comportamiento de un tratamiento con respecto al

otro.

6.3. El LPA compensa el efecto de los oligobmeros de ABi42 sobre la
degradacién de los granulos de glucégeno intranucleares.

Para comprobar qué papel podria tener el LPA en la degradacion de los
granulos de glucogeno intranucleares de los astrocitos durante el tratamiento
de ApPi42 oligomérico, se cultivaron 40.000 células por coverslips, se
mantuvieron en medio con 1% de FBS durante 12-16 horas y se pretrataron
durante 30 minutos o 1 hora con Ai-42 oligomérico para seguidamente
estimularlas con LPA durante 30 minutos, a su vez y en paralelo, cultivos de

astrocitos pretratados con LPA durante 30 minutos y 1 hora se estimularon con
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oligdmeros de ABi-42 también durante 30 minutos. En ambos caso las células
posteriormente se fijaron con metanol frio (-20°C) durante 6 minutos. El
marcaje del glucogeno se llevd a cabo siguiendo los pasos descritos en el

apartado 2.12.2. de Material y Métodos.

Tal y como esperabamos, el tratamiento de los cultivos de astrocitos durante 30
minutos con los oligdmeros de APi-42 limpiaba practicamente el ndcleo de
dichos granulos (Figura 41B), mientras que al cabo de 1 hora de tratamiento no
sélo recuperaban los niveles del control sino que los superaba de manera
incuestionable (Figura 41D) como observamos en la Figura 40 (B y C). Sin
embargo, el tratamiento con LPA no manifestaba el mismo comportamiento, a
los 30 minutos reducia el numero de granulos y no se recuperaban con 60
minutos de tratamiento (Figuras 41F y H). La Figura 41J representa el resultado
del contaje de los granulos de glucégeno nucleares, partiendo de 60,88 + 5,078
granulos en las muestras control caen a 7,16 + 0,884 tras tratar las células con
AB1-42 oligomérico durante 30 minutos para llegar a 103,56 + 9,93 tras 60
minutos de exposicion a los oligdbmeros de AB1-42 (Figura 41J, violines 1, 2y 3
respectivamente). El tratamiento con LPA durante 30 minutos producia una
reduccion significativa de los granulos de glucdgeno (Figura 41J, violin 4; 15,68
+ 2,58) comparados con el control (Figura 41J, violin 1; 60,88 + 5,08 granulos)
y aunque la reduccion de los granulos de glucégeno al cabo de 1 hora de
tratamiento con LPA seguia siendo significativa respecto al control, se
observaba una recuperacion en su numero (Figura 41J, violin 5; 26,28 + 3,20

granulos).

Esta dinamica cambi6 con el tratamiento secuencial de los agonistas. Cuando
se pretrataron los astrocitos con APi-42 oligomérico durante 30 minutos y
seguidamente se les afadi® LPA otros 30 minutos, también se redujo el
namero de granulos de glucogeno (42,32 + 3,86) con respecto al control (60,88
+ 5,08) (Figura 41J, violines 6 y 1 respectivamente), sin embargo, en este caso
el LPA facilitaba la recuperacién de los granulos de glucégeno del nucleo
degradados por la accion del ABi-42 oligomérico (Figura 41C comparada con la
Figura 41B), Examinando lo que ocurria cuando los astrocitos se incubaban
durante 1 hora con los oligobmeros de AB142y seguidamente, se estimulaban

con LPA durante 30 minutos, observamos que el LPA reducia esa acumulacién
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de glucégeno nuclear excesiva, fruto de la exposicion al ABi-a2 oligomérico
durante 1 hora (Figuras 41D y J, violin 3), a niveles de granulos de glucégeno
hasta 41,52 + 4,73 (Figuras 41E y J, violin 6).

El pretratamiento con LPA durante 30 minutos o 1 hora seguido de ABi-42
oligomérico también realiz6 un efecto contrario al observado en los astrocitos
tratados solo con LPA. En ambos tiempos de tratamiento se observaban
niveles de los granulos intranucleares comparables a los del control (60,88 +
5,08, Figuras 41A y J, violin 1), siendo de 63,84 * 7,80 los granulos

cuantificados en el pre-tratamiento de 30 minutos con LPA (Figuras 41G vy J,

violin 8), y de 64,48 + 4,17 los cuantificados en el pretratamiento de 1 hora con
LPA (Figuras 41l y J, violin 9).
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Figura 41. Control de la degradacién de los granulos nucleares de glucégeno por
AB1.42 oligomérico y por LPA. A-1) Marcaje del glucégeno celular con la sonda GST-
GYSC en cultivos celulares pre-tratados o no durante los tiempos indicados con 5uM
de ABi42 0 100nM de LPA y tratados o no con el agonista contrario durante 30
minutos. La inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando un primer marcaje con
anticuerpo « -GST, seguido del secundario Goat « -Rabbit Alexa 488 (verde). Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias son representativas de tres
experimentos independientes J) El grafico de violines representa la media =+ SEM del
namero de granulos de glucégeno nucleares de tres experimentos independientes (n=
63). El analisis estadistico t-Student result6 ser significativo (#p<0,05; ###p<0,001).

Los resultados obtenidos indican por un lado que individualmente tanto los
oligdbmeros de ABi-22como el LPA conducen a una degradacion y recuperacion
de los granulos nucleares de glucdégeno diferente. Sin embargo la
administracion previa de uno u otro compuesto y la subsecuente adicién de su
contrario, contrarresta los efectos individuales, intentando en ambos casos
recuperar los granulos nucleares de las células control, cosa que ocurre
cuando se pretratan las células primero con LPA durante 1 hora vy

posteriormente durante 30 minutos con el AB1-42 oligomérico.
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Todo ello, sugeriria que la presencia simultanea de estos dos compuestos,
oligbmeros de ABi-42y LPA en el medio extracelular podria funcionar como un
sistema de vigilancia para mantener controlada la homeostasis celular, de tal
manera que cuando uno de los elementos falta o esta en exceso se altera la
biologia celular en este caso la astrocitaria, como hemos visto examinado los

granulos de glucogeno.

6.4. La administracion combinada de LPA y AB1-42 oligomérico no genera
especies reactivas de oxigeno.

Una vez desvelado el efecto que ejercia el LPA sobre la degradacion de
glucogeno mediada por el AB1-42 oligomérico, examinamos si la combinacion de
ambos compuestos también afectaba a otras respuestas de los astrocitos como

la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Para resolver esta cuestion, se sembraron 150.000 células por pocillo en una
placa de 24 pocillos y se incubaron durante 12-16 horas en medio
suplementado con 1% de FBS. Los cultivos se estimularon o no con 1 uM de
oligbmeros de ABi-42, 100 nM de LPA o la combinacion de ambos durante 30
minutos a 37°C. Finalmente, las células se lavaron con PBS y se incubaron
durante 20 minutos con 5 uM de sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen) a 37°C y se
midié la generacion de ROS tal y como se indica en el apartado 2.12 de

Material y Métodos.

Como era de esperar, los oligobmeros de APi42 producian un aumento
significativo de la generacion de ROS en astrocitos humanos, se pasaba del
100% (control) a 149,88+9,32% (Figura 42 barras 1 y 2). Sin embargo, el
tratamiento de 30 minutos de LPA no inducia generacion de ROS
(88,71+5,78%, Figura 42 barra 3). Ahora bien, la accion combinada del LPA
con el AB1-42 oligomérico no soélo bloqued el aumento de ROS inducido por los
oligdmeros de AB1-42, Sin0 que provoco un descenso significativo de los valores
basales de hasta 68,72+3,82% (Figura 42, barra 4).
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Figura 42. Efecto de la combinacion de ABi.42 oligomérico y LPA sobre la
generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Cultivos de astrocitos
estimulados o no con 5uM de ABis2, 100nM de LPA o la combinacion de ambos
durante 30 minutos a 37°C, se incubaron con 5uM de sonda CM-H2DCFDA y se midié
la fluorescencia con una longitud de onda de excitacién de 485 nm y una longitud de
onda de emisién de 530 nm. Las medidas se relativizaron con respecto al control. El
histograma representa la media + SEM de tres experimentos independientes
realizados por triplicado y el andlisis estadistico por t de student resultd ser
significativo (***p<0,001; ##p<0,01).

Estos resultados sugeririan que el ABi-42 oligomérico en presencia de LPA es
incapaz de ejercer su accion oxidante, es mas la combinacién de ambos
parece tener un efecto antioxidante, reforzando aun mas nuestra hipotesis

sobre su papel protector en la biologia de los astrocitos.

6.5. La administracion combinada de LPA y AB1-42 oligomérico no produce
sobreexpresion de GFAP.

Dados los resultados obtenidos sobre la respuesta de los astrocitos a la
combinacion de LPA y AB1-42 oligomérico, nos planteamos investigar si también
afectaba a la sobreexpresion del marcador de astrogliosis, GFAP, asi como al

area ocupada por los astrocitos.

Para ello, 40.000 astrocitos sembrados en coverslips fueron mantenidos en
medio suplementado con 1% de FBS durante 12-16 horas. Las células
deprivadas se pretrataron durante 30 minutos o 1 hora con 1 uM de oligdbmeros
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de ABi42 0 con 100 nM de LPA, y seguidamente se trataron o no con el
agonista contrario (1 yM de oligémeros de ABi-420 100 nM de LPA) durante 72
horas a 37°C. Al cabo de este tiempo, se fijaron con 4% PFA durante 10
minutos y el marcaje del GFAP se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 2.12.1. de Material y Métodos.

Como se esperaba, los oligobmeros de ABi-42 inducian la sobreexpresion de
GFAP (Figura 43B). De la misma forma, el tratamiento con LPA produjo un
ligero aumento de la expresion de GFAP, aunque no fue comparable al
producido por el ABi-42 oligomérico (Figura 43C). Tal y como ocurria con la
degradacion del glucégeno (Figura 39D), o con la generacion de ROS (Figura
42, barra 4), el tratamiento combinado blogueaba la sobreexpresion de GFAP
en los astrocitos (Figura 43D). Pero ademas, el pre-tratamiento de 1 hora con
LPA y posterior tratamiento de 72 horas con los oligdmeros de ABi42, era
suficientemente eficaz como para bloquear la sobreexpresiéon de GFAP (Figura
43F). Sin embargo cuando se oper0 a la inversa, es decir, pre-tratamiento de 1
hora con oligdmeros de AB1-42, seguido de un tratamiento de 72 horas con LPA,
la accion del LPA no resulté tan eficaz ya que se alcanzaban niveles de
expresion de GFAP casi comparables a los del tratamiento individual con AB1-42

oligomérico (Figura 43E).

Con el fin de cuantificar la expresién de la proteina GFAP en cada una de las
condiciones, se determind la intensidad de fluorescencia celular del canal verde
(Figura 43G). Las células tratadas con oligdmeros de ABi-42 aumentaron su
valor de intensidad de fluorescencia desde 15.105,07 + 892,92 hasta 35.286,87
+ 3.121,96 (Figura 43G, violines 1 y 2), y las células tratadas con LPA lo
hicieron hasta 21.011,36 + 1.733,71 (Figura 43G, violin 3). La sobreexpresion
de GFAP fue bloqueada cuando se trataron de forma combinada los astrocitos
con ABi42 y con LPA, dando un valor de 16.484,21 + 1.351,99 (Figura 43G,
violin 4), siendo comparable al valor basal de intensidad de fluorescencia de
15.105,07 + 892,92 (Figura 43G, violin 1). Tal y como hemos descrito
anteriormente, cuando los astrocitos fueron pre-tratados con ABi-42 oligomérico
durante 1 hora y después tratados con LPA durante 72 horas, la intensidad
ascendié hasta 28.836,61 + 1.971,00 (Figura 43G violin 5). Por el contrario

cuando se llevd a cabo el pretratamiento inverso, es decir 1 hora de pre-
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tratamiento con LPA y posterior tratamiento con AB1-42 oligomérico, el valor fue
de 14.023,64 + 1.060,29 com oel control (Figura 43G, violin 6).

Al cuantificar el area que ocupaban las células en el coverslip (Figura 43H), se
observo un claro aumento significativo de ésta en las células tratadas con AB:1-
42(732,63 = 36,17 ym?) comparado con su control, 480,26 + 33,69 um? (Figura
43H, violin 2 comparado con 1). A pesar de aumentar la expresion de GFAP, el
area celular se mantuvo similar en el tratamiento individual con LPA, siendo de
458,44 + 27,158 ym? (Figura 43H, violin 3). Aun asi, los valores también se
mantuvieron similares a los del control en aquellas condiciones dénde la
expresion de GFAP no aumentd. Concretamente, el tratamiento combinado
entre LPA y AB142dié un area de 546,83 + 30,62 um? y el area ocupada por las
células pretratadas 1 hora con LPA y seguidamente con AB1-42 oligomérico fue
de 489,12 + 28,84 um? (Figura 43H, violines 4 y 6, respectivamente). Por otro
lado, el pretratamiento de 1 hora con oligdémeros de ABi-42 incremento el area
de las células hasta 644,83 + 38,36 um? (Figura 43H, violin 5), aunque este

valor no resulté ser significativo respecto al del control.
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Figura 43. El LPA previene la sobreexpresion de GFAP y el aumento del area
celular mediada por los oligomeros de ABi42. A-F) Inmunofluorescencia de GFAP
en astrocitos pre-tratados o no durante 1 hora con 5uM de AB1.42 0 con 100nM de LPA
y tratados o no durante 72 horas con 1uM de ABi42 0 con 100nM de LPA. La
inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo a-
GFAP, seguido del secundario Goat a-Rabbit Alexa 488 (verde). Los nulcleos se
tiferon con DAPI (azul). Las fotografias son representativas de tres experimentos
independientes. G) La grafica representa la media + SEM de la expresion de GFAP
(n=90) obtenida a partir del calculo de fluorescencia total corregida por célula de cada
condicion del canal verde (GFAP). H) La grafica representa la media + SEM del area
ocupada por la célula (n=90). El andlisis estadistico t-Student resulté ser significativo
(***p<0,001; **p<0,01).

Estos resultados sugieren que la accién de los oligdbmeros de ABi-42 en la
expresion de la proteina GFAP y el aumento del area celular como indicadores
de astrogliosis estaria contrarrestada por la sefalizacién intracelular

dependiente del LPA y sus receptores.

6.6 El tratamiento combinado de LPA con Ai420ligomérico no activa la
migracion de los astrocitos.

Llegados a este punto, investigamos si la presencia de LPA en los cultivos de
astrocitos también contrarrestaba la migracion celular mediada por los

oligbmeros de AB1-42.
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Para ello, se sembraron 800.000 células por pocillo en una placa de 6 pocillos y
los cultivos se deprivaron de FBS durante 12-16 horas. Seguidamente, las
células se trataron durante 72 horas con 1uM de AB1-42 oligomérico, con 100nM
de LPA o una combinacién de ambos. Al cabo de este tiempo, se sembraron
100.000 células por transwell, tal y como se indica en el apartado __ de
Material y Métodos. Las células se dejaron incubar 24 horas adicionales, se
fijaron las membranas de las cestas con metanol y se incubaron con

hematoxilina.

Tanto el tratamiento con ABi-42 oligomérico como con LPA promovieron la
migracion de los astrocitos (Figura 44B y C). Concretamente, migraron un
129,52+4,568% y un 151,81+4,382% respectivamente, comparados al control
(Figura 44E, barras 2 y 3). Ahora bien, los astrocitos que fueron tratados con la
combinacién de ABi-a2 oligomérico y de LPA, vieron su capacidad de migracion
bloqueada (Figura 44D), 90,75+5,36% respecto al control (Figura 44E, barra 4).
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Figura 44. La combinacion de AB:.4,0ligomérico y de LPA bloquea la migracién
de los astrocitos. A-D) 100.000 astrocitos por condicion previamente tratados como
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se indica durante 72 horas, fueron sembrados en transwells, se incubaron 24 horas y
se tifieron las membranas con hematoxilina. Se realizaron 3 fotografias por well y el
area celular total fue calculado mediante ImageJ. Las fotografias son representativas
de 2 experimentos independientes que fueron realizados por duplicado. ) El
histograma representa la media + SEM del porcentaje de migracion de los astrocitos y
el analisis de t-Student resulto ser significativo (***p<0,001).

Los resutados obtenidos en el apartado 6 apuntan al LPA como un elemento
gue frena la sefializacion celular mediada por los oligdmeros de ABi-42. No sélo
eso, sino que el ABi-42 combinado con el LPA, también frena la sefalizacion
celular mediada por el LPA. Es decir, que un tratamiento combinado entre
ambos agonistas mantiene a los astrocitos en un estado basal. Ademas,
sugerimos que estos procesos estan mediados por el LPAR1. Todo ello, junto a
los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se resumen de forma

esquematica en la Figura 45.

AB1-42 LPA
Astr00|to \
Homeostasus
TLPA
TABMZ
%l ABEHZ ?

Astrocno reactivo

Aslrocnto reactivo
movnlnzaclon glucégeno

1GFAP,t migracion
Desregulacion metabollsmo del glucégeno
TROS, 11GFAP, tarea celular, 1 migracion

Figura 45. La combinaciéon entre ABi.4> oligomérico y LPA bloquea la respuesta
temprana y tardia de los astrocitos dependiente de los oligémeros de ABi.42,. El
tratamiento combinado entre oligdbmeros de ABi.42 y LPA mantiene a los astrocitos en
un estado de homeostasis. Si hay un exceso de tratamiento con ABi.42 oligomérico, se
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induce a una desregulacién del metabolismo del glucégeno, a un aumento de
generacion de ROS, a la sobreexpresion de GFAP, al aumento del &rea celular y a la
migracién de los astrocitos. Si hay un exceso de tratamiento con LPA se promueve la
movilizaciéon del glucégeno, a un aumento moderado de la expresion de GFAP y a la
migracién de los astrocitos.

7. La ruta de sefializacibn Racl/PYGM que conduce a las O-
GIcNAcilaciones de proteinas gobernada por los oligbmeros de ABi-42

esta conservada en astrocitos primarios de rata.

7.1. La degradacion de granulos nucleares de glucégeno por el
tratamiento de oligbmeros de APi42 esta controlada por el tandem
Racl/PYGM en astrocitos primarios de rata.

Dado que todo el trabajo presentado hasta aqui se llevé acabo en la linea
humana de astrocitos inmortalizados, quisimos investigar si en cultivos
primarios de astrocitos de rata se reproducia tanto la presencia de glucégeno
en el nacleo celular como la dindmica de la degradacion de este polimero
mediada por los oligébmeros de ABi1-42 y si en todo ello estaba implicado el eje
Racl/PYGM.

Como ya indicamos en la seccién 2.2 del capitulo de resultados, para evaluar
la potencial implicacion del eje de sefializacién Rac1l/PYGM en la degradacion
del glucégeno gobernada por los oligdmeros de APi-42, utilizamos el péptido
TAT-RBD-PYGM. Dado que el marcaje del glucégeno se llevé a cabo por
inmunofluorescencia, no poudimos utilizar TAT-EGFP como péptido control ya
que se solapaba con el marcaje del glucégeno. Para solventar esta situacion,
utilizamos como control una solucion tamponada de 50 mM NaH2POa4 con 300
mM NaCl a pH 7.4. Por todo ello, 40.000 células por pocillo cultivadas en
coverslips, se mantuvieron en medio con 1% de FBS durante 12-16 horas y se
incubaron durante 1 hora a 37°C con vehiculo o con 70 ng/pl de TAT-RBD-
PYGM. Posteriormente, las células se estimularon o no con 1 uyM de AP1-42
oligomérico durante 30 minutos a 37°C y se fijaron con metanol frio (-20°C)
durante 6 minutos. El marcaje del glucogeno se llevd a cabo siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 2.12.2. de Material y Métodos. Por ultimo,
para verificar que las células del cultivo primario eran astrocitos, se realiz6 una

segunda inmunofluorescencia con a-GFAP, siguiendo el protocolo descrito en
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el apartado 2.12.1., y como segundo anticuerpo Donkey a-Rabbit Alexa 647

(rojo lejano).

Como muestra la Figura 46, al igual que ocurria en la linea de astrocitos
humanos, los astrocitos de rata también acumulaban granulos de glucégeno en
el nacleo celular 90,88 + 8,66 granulos (Figuras 46A y E, violin 1), y éstos
desaparecian practicamente del nucleo (Figura 46B) por la accion del
tratamiento con los oligdbmeros de AB1-42 (Figura 46E, violin 2; 13,16 + 1,82). Y
de nuevo TAT-RBD-PYGM (Figura 46D) bloqueaba la degradacion de los
granulos de glucogeno mediados por el AB1-42 oligomérico (Figura 46E, violin 4;
87,44 = 6,05), manteniéndose en unos niveles similares a los de su control
(Figura 46C,y Figura 46E, violin 3; 81,88 + 6,70) y a los del vehiculo (Figura
46E, violin 1; 90,88 + 8,66).
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Figura 46. Los oligdbmeros de ABi42requieren de la ruta de sefializacion Racl/
PYGM para degradar los granulos de glucégeno en astrocitos primarios de rata.
A-D) Marcaje del glucogeno celular con la sonda GST-GYSC en cultivos celulares de
astrocitos primarios de rata pre-tratados o no durante 1 hora con 70 ng/uL de TAT-
RBD-PYGM vy tratados o0 no con 1 uM APi4 durante 30 minutos. La
inmunofluorescencia se llevd a cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo a-
GST, seguido del secundario Goat a-Rabbit Alexa 488 (verde). Se realizé una
segunda inmunofluorescencia con anticuerpo a-GFAP, seguido del secundario Donkey
a-Rabbit Alexa 647 (rojo lejano). Los nudcleos se tifieron con DAPI (azul). Las
fotografias son representativas de tres experimentos independientes. E) El gréafico
representa la media £+ SEM del nimero de granulos de glucégeno nucleares de tres
experimentos independientes (n=63). El analisis estadistico de t-Student resultd ser
significativo ( ###p<0,001).

Estos resultados muestran que los astrocitos primarios de rata también
acumulan granulos en el nucleo celular. Y no sélo eso, sino que los oligdmeros
de APi-42 controlan su degradacion a través del dominio efector de Racl que
interacciona con la PYGM, apuntando a que la sefializacion intracelular
gobernada por el tindem Racl/PYGM esta conservada entre especies.
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7.2. La generacion de ROS mediada por oligobmeros de ABi42 esta
controlada por el eje Rac1/PYGM y las O-GIcNAcilaciones de proteinas en
astrocitos primarios de rata.

Nos planteamos comprobar si el tandem Racl/PYGM también estaba implicado
en la sefializacidbn promovida por los oligdmeros de AB1-42 hacia la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), en este caso en astrocitos primarios

de rata.

Para resolver esta cuestion, se sembraron 10.000 células por pocillo en una
placa de 24 pocillos y se incubaron hasta alcanzar un 80% de confluencia en
medio IMDM suplementado con 10% de FBS. Una vez se alcanz6 dicha
confluencia, los cultivos celulares se incubaron en medio IMDM suplementado
con 1% de FBS durante 12-16 horas y posteriormente, se trataron durante 1
hora con 70ng/uL de TAT-EGFP o TAT-RBD-PYGM para finalmente
estimularlos o no con 1 yM de oligdémeros de ABi-42 durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos
con 5 yM de sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen) a 37°C y se midio la generacion

de ROS tal y como se indica en el apartado 2.12 de Material y Métodos.

Como muestra la Figura 47, los oligdmeros de APi-42 producian un aumento
significativo de la generacion de ROS 157,64+14,05% (barra 2) comparadas a
las células control no tratadas (100%, barra 1). El péptido TAT-RBD-PYGM
blogue6 eficazmente la generacion de ROS inducida por el AB1-42 oligomérico
(111,86+7,38%, barra 4). El péptido TAT-RBD-PYGM per se no tenia ningan
efecto sobre los valores basales de generacion de ROS 101,03+14,72%, barra
3).
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Figura 47. El tAndem Racl/PYGM controla la generacidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) promovida por el ABi42 oligomérico en cultivos primarios de
astocitos de rata. Cultivos de astrocitos primarios de rata pre-tratados con 70 ng/uL
de TAT-EGFP o TAT-RBD-PYGM fueron estimulados o no con 1uM de ABi.42 durante
30 minutos a 37°C. Se incubaron con 5uM de sonda CM-H2DCFDA y se midi6 la
fluorescencia con una longitudes de onda de excitacion de 485 nm y de emision de
530 nm. Las medidas se relativizaron con respecto al control negativo. Los resultados
se representan en el histograma como la media + SEM del porcentaje de produccion
de ROS de dos experimentos independientes realizados por triplicado y el andlisis
estadistico por t de student resultd ser significativo (**p<0,01).

Estos resultados ponen de manifiesto que la generacién de ROS inducida por
el ABi-42 oligomérico requiere la ruta de sefializacion que implica a Racl/PYGM

y que ésta se encuentra también conservada en astrocitos primarios de rata.

Lo siguiente fue verificar si la generacibn de ROS mediada por ABi42 en
astrocitos primarios de rata requeria modificaciones postraduccionales por O-
GIcNAcilaciones de proteinas. Para ello, se sembraron 10.000 células por
pocillo en una placa de 24 pocillos y se incubaron los cultivos hasta alcanzar un
80% de confluencia en medio IMDM suplementado con 10% de FBS. Una vez
se alcanzo dicha confluencia, los cultivos celulares se trataron con 10uM de
OSMI o 12,5uM de Thiamet-G e incubados en medio IMDM suplementado con
1% de FBS durante 12-16 horas. Posteriormente, fueron estimulados o no con
1 uM de oligbmeros de ABi-42 durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, las

células se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos con 5 yM de
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sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen) a 37°C y se midio la generacion de ROS tal y

como se indica en el apartado 2.12 de Material y Métodos.

Como se esperaba, los oligémeros de AB1-42 producian un aumento significativo
de la generacion de ROS de un 155,89+12,14% en las células tratadas con
DMSO (vehiculo) (Figura 48, barra 2 comparada con la barra 1). Al igual que
ocurria en la linea de astrocitos humanos inmortalizados (Figura 31), el
inhibidor de OGT (OSMI) per se, producia un aumento significativo de la
produccion de ROS 159,49+18,36% (Figura 48, barra 3), generacion de ROS
que no se modifico por el tratamiento con AB1-42 oligomérico (139,66% + 10,159,
Figura 48, barra 4). Por el contrario, el tratamiento con thiamet-G (inhibidor de
OGA), bloqueo eficazmente la generacion de ROS (74,76+6,75% barra 5 de la
Figura 48), y no se modific6 por la presencia de APi42 oligomérico
(64,16+6,58%).
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Figura 48. Los oligébmeros de Ai. inducen a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) a través de la OGA en astrocitos primarios de rata.
Astrocitos primarios de rata fueron estimulados o no con 1uM de Ai.s> durante 30
minutos a 37°C. Se incubaron con 5uM de sonda CM-H2DCFDA y se midi6 la
fluorescencia con una longitud de onda de excitaciéon de 485 nm y una emisién de 530
nm. Las medidas se relativizaron con respecto al control negativo. Los resultados se
representan en el histograma como la media £+ SEM del porcentaje de produccion de
ROS de dos experimentos independientes realizados por triplicado y el andlisis
estadistico por t de student resultd ser significativo (**p<0,01; ##p<0,01).
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Por tanto, estos resultados sugieren que tratamientos a tiempos cortos con
inhibidores farmacologicos de la OGT y la OGA, modifican el equilibrio entre
ambos enzimas alterando asi la generacion de ROS en los astrocitos. Esto
apunta a que los oligobmeros de A S 1-42 podrian desregular la actividad de las

enzimas desencadenando un aumento de generacion de ROS.

7.3. Los oligobmeros de ABi-42 implican al tandem Rac1/PYGM para mediar
la sobreexpresion de GFAP en cultivos primarios de rata.

Dado que en la linea de astrocitos humanos inmortalizados los oligémeros de
AB1.42, requerian la sefalizacion mediada por Racl/PYGM para sobrexpresar
GFAP, nosotros examinamos si se mantenia la misma sefalizacion en los
astrocitos primarios de rata. Para ello, 40.000 células por pocillo cultivadas en
coverslips, se mantuvieron en medio con 1% de FBS durante 12-16 horas. Las
células se incubaron durante 72 horas adicionales con 5uM de oligébmeros de
AB1-42 y, al cabo de este tiempo, se fijaron con 4% PFA durante 10 minutos. El
marcaje del GFAP se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 2.12.1 de Material y Métodos.

Como se esperaba, los oligobmeros de ABi42 favorecian la expresion
exacerbada de GFAP (Figura 49B). Sin embargo, esta sobreexpresién de
GFAP mediada por los oligdmeros de AB1-42 se bloqueé totalmente cuando los
astrocitos se pretrataron con TAT-RBD-PYGM (Figura 49D). La sobreexpresion
de GFAP, calculada por intensidad de fluorescencia de las células y
representada en la Figura 49E, muestra que se pasaba de un nivel basal de
58.792,15 + 7.229,13 de intesidad a 122.937,44 + 14.952,98 en las células
tratadas con oligbmeros de ABi42 (violines 1 y 2). En cambio, en células
tratadas con TAT-RBD-PYGM vy posteriormente con oligdmeros de ABi-a2, la
sobreexpresion de GFAP se vio eficazmente bloqueada, dando un valor de
58.466,50 * 6.342,92 (Figura 49E, violin 4) y un valor de 53.051,22 + 8.715,03
cuando solo eran tratadas con TAT-RBD-PYGM (Figura 49E, violin 3).

Cuando cuantificamos el area que ocupaban las células en el coverslip,
comprobamos que el tratamiento con ABi-42 oligomeérico inducia un aumento

medio del area ocupada por las células desde 1.476,62 + 105,93 uym? (Figura
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49F, violin 1) a 2.171,88 + 139,309 um? (Figura 49F, violin 2). Cuando las
células se pretrataron con TAT-RBD-PYGM y posteriormente se estimularon
con el AB1-42 oligomérico el area ocupada por las células no se modifico (Figura
49F, violin 4 (1.079,52 + 79,01 um?; comparada con Figura 49F, violin 3;
1.184,56 + 148,85 um?). Lo cual sugeria que el péptido TAT-RBD-PYGM

impedia de manera eficaz el aumento de volumen celular mediado por los

oligdmeros de AB1-42.

TAT-EGFP
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Figura 49. Los oligobmeros de ABi., controlan la sobreexpresién de GFAP vy el
aumento del area celular en astrocitos primarios de rata a través de tandem
Racl/PYGM en astrocitos primarios de rata. A-D) Inmunofluorescencia de astrocitos
primarios de rata pre-tratados durante 1 hora con 70 ng/uL de TAT-EGFP o 70 ng/uL
de TAT-RBD-PYGM y durante 72 horas con 1uM de ABi.42. La inmunofluorescencia se
llevd a cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo a-GFAP, seguido del
secundario Goat a-Rabbit Alexa 488 (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).
Las fotografias son representativas de dos experimentos independientes. E) La grafica
representa la media + SEM de la expresion de GFAP, obtenida a partir del célculo de
fluorescencia total corregida por célula de cada condicion del canal verde (GFAP)
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(n=90). F) La gréfica representa la media + SEM del area ocupada por las células
(n=90). El analisis estadistico t-Student de B y C result6 ser significativo (***p<0,001).

Estos resultados sugieren que en astrocitos primarios de rata, la
sobreexpresion de GFAP, como marcador de astrogliosis mediada por
oligdbmeros de APi-42, estd controlada por el dominio efector de Racl que se
une a la PYGM. Por lo tanto, los oligdmeros de ABi-42 regulan la sobreexpresion
de GFAP y el aumento del area celular via Racl/PYGM, resultados que
demuestran el grado de conservacion de esta ruta de sefalizacion tanto en
células derivadas de tejido humano e inmortalizadas como en cultivos primarios

de astrocitos de rata.

7.4. El tratamiento con LPA en astrocitos primarios de rata bloquea la

respuesta a los oligémeros de AB1-42.

7.4.1. La cinética de degradacion del glucégeno nuclear promovida por
los oligémeros de AB142 y por LPA es distinta en astrocitos primarios de
rata.

Una vez comprobada la implicacion de la ruta de sefializacion Racl/PYGM en
la respuesta temprana y tardia de los astrocitos a los oligdmeros de ABi-42, N0s
preguntamos si el bloqueo de la sefalizacion promovida por los oligdmeros de
AB1-42 por parte del LPA estaba conservada o no en los astrocitos primarios de
rata. Por lo tanto, primero examinamos la cinética de degradacion del
glucégeno nuclear por parte de ambos agonistas, de la misma forma que se
llevé a cabo en la linea de astrocitos humanos inmortalizados (apartado 6.2. de

Resultados).

Para ello, 40.000 astrocitos fueron sembrados en coverslip, y mantenidos en
medio con 1% de FBS durante 12-16 horas, seguidamente estimulados o no
con APi-42 oligomérico o con LPA a diferentes tiempos. Posteriormente, se
fijaron las células con metanol frio (-20°C) durante 6 minutos. El marcaje del
glucogeno se llevo a cabo siguiendo los pasos descritos en el apartado 2.12.2.
de Material y Métodos. Por ultimo, para verificar que las células del cultivo

primario eran astrocitos, se realizé una segunda inmunofluorescencia con a-
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GFAP, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.12.1., y como segundo

anticuerpo Donkey a-Rabbit Alexa 647 (rojo lejano).

Como muestra la Figura 50, 30 minutos de exposicién tanto a los oligdmeros de
AB1-42 (Figura 50B) como al LPA (Figura 50G), activaban la degradacién de los
granulos de glucégeno celulares en general y los nucleares en particular,
haciendo una limpieza de ellos casi total. Concretamente, se pasé de 69,47 £
7,68 granulos nucleares a 14,33 + 7,68 en el caso del tratamiento con
oligdbmeros de ABi142y a 17,78 £ 4,20 en el caso del tratamiento con LPA
(Figura 50J).

Cuando ambos tratamientos se prolongaron durante 60 minutos, de la misma
forma que ocurrio con la linea de astrocitos humanos inmortalizados, el nimero
de los granulos (19,36 + 9,23) se mantenia practicamente igual al de 30
minutos con el tratamiento de LPA (Figura 50H), los granulos de glucégeno en
las células tratadas con oligdbmeros de Api-42 se dispararon hasta 100,17 *
11,40 (Figuras 50C y J). Este numero de granulos descendio y se estabilizo a
los 180 minutos (Figuras 50E y J, 69,90 + 11,70), obteniéndose valores
similares a los 360 minutos de tratamiento (Figuras 50F y J, 50,636 + 4,597).
Este comportamiento fue distinto en la linea de astrocitos humanos
inmortalizados (Figura 40), debido a que en el tratamiento de 3 horas todavia
no se recuperaban los granulos de glucégeno a valores similares a los del
control. Aun asi, el comportamiento con el tratamiento de LPA se mantuvo igual
en ambas tipos de astrocitos. La recuperacién de los granulos de glucégeno
tras el tratamiento con LPA fue progresiva, a las 3 horas se tenian 31 + 8,41
granulos (Figura 50B y J), llegandose a los valores control a las 6 horas de
tratamiento (84,27 =+ 17,11 (Figura 50B) y Figura 50A y K).
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Figura 50. Cinética de degradacién y recuperacién de granulos de glucégeno
intranucleares en astrocitos primarios de rata tratados con oligémeros de ABi.4
o con LPA. A-J) Marcaje del glucégeno celular con la sonda GST-GYSC en astrocitos
tratados con 1 yM de ABi42 0 100nM de LPA durante los tiempos indicados. La
inmunofluorescencia se llevo a cabo utilizando un primer marcaje con anticuerpo « -
GST, seguido del secundario Goat « -Rabbit Alexa 488 (verde). Se realiz6 una
segunda inmunofluorescencia con «-GFAP, seguido del secundario Donkey « -Rabbit
Alexa 647 (rojo lejano). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las fotografias son
representativas de dos experimentos independientes. K) El grafico representa la
media + SEM del nimero de granulos de glucdégeno nucleares de dos experimentos
independientes (n=42). El andlisis estadistico t-Student resultdé ser significativo
###p<0,001; *p<0,01).

En resumen, de la misma forma que ocurria en la linea de astrocitos humanos
inmortalizados, las cinéticas de degradacion y recuperaciéon de los granulos de
glucégeno nucleares divergen totalmente en funcion del estimulo, ABi-42
oligomérico o LPA, siendo la ventana de tiempos entre 30 y 180 minutos la que

evidencia el comportamiento diferencial de un tratamiento con respecto al otro.

7.4.2. La administracién combinada de LPA y de AB142n0 genera especies
reactivas de oxigeno en astrocitos primarios de rata.

Una vez verificada que la dindmica de degradacion del glucogeno intranuclear
mediada por el AB1-42 oligomérico y por el LPA era la misma que en la linea de

astrocitos humanos inmortalizados, examinamos si la combinacién de ambos
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compuestos afectaba a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

en cultivos primarios de astrocitos de rata.

Para ello, se sembraron 10.000 células por pocillo en una placa de 24 pocillos y
se incubaron los cultivos hasta alcanzar un 80% de confluencia en medio IMDM
suplementado con 10% de FBS. Una vez se alcanz6 dicha confluencia, se
incubaron durante 12-16 horas en medio suplementado con 1% de FBS. Los
cultivos se estimularon o no con 1uM de oligdémeros de ABi-42, 100nM de LPA o
la combinacion de ambos durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, las células
se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos con 5 uM de sonda CM-
H2DCFDA (Invitrogen) a 37°C y se midio la generacion de ROS tal y como se
indica en el apartado 2.12 de Material y Métodos.

Como era de esperar, los oligdbmeros de APi42 producian un aumento
significativo de la generacion de ROS en astrocitos primarios de rata, se
pasaba del 100% (control) a 154,3+7,01% (Figura 51 barras 1 y 2). Sin
embargo, el tratamiento de 30 minutos de LPA no mediaba en la generacion de
ROS (92,01+12,18%, Figura 51 barra 3). Ahora bien, la administracion
combinada de LPA con APi-42 oligomérico no solo bloqued la generacion de
ROS inducida por los oligdmeros de Afi-42, sino que provocé un decremento
de los valores comparado a los valores basales, 72,71+9,12% (Figura 51, barra
4).
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Figura 51. La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se bloquea con
el tratamiento combinado de ABi.42 oligomérico y LPA en astrocitos primarios de
rata. Cultivos de astrocitos primarios de rata se estimularon o no con 1uM de ABi.2,
100nM de LPA o la combinacién de ambos durante 30 minutos a 37°C. Se incubaron
con 5uM de sonda CM-H2DCFDA y se midi6 la fluorescencia con una longitud de
onda de excitacion de 485 nm y una de emision de 530 nm. Las medidas se
relativizaron con respecto al control negativo. Los resultados se representan en el
histograma como la media + SEM expresada en porcentaje de produccion de ROS de
tres experimentos independientes realizados por triplicado y el andlisis estadistico por
t de student resulto ser significativo (***p<0,001; ##p<0,01).

De la misma forma que ocurria en la linea de astrocitos humanos inmortalizada
(Figura 42), en cultivos primarios de astrocitos la combinacion de Afi-42
oligomérico con LPA bloqueaba la respuesta del AB1-42 oligomérico. Por lo que
refuerza nuestra hipotesis sobre el papel protector del LPA en la biologia de los
astrocitos y ademas, sugiere que el efecto combinado de estos compuestos
también funciona entre astrocitos de diferentes especies.

7.4.3. La administracion combinada de LPA y de APi142 oligomérico no
promueve la migracion de los astrocitos primarios de rata.

En esta misma linea, nosotros quisimos también comprobar el efecto del
tratamiento combinado LPA + ABi142 sobre la migracion de los astrocitos
primarios de rata. Para ello, se sembraron en placas de 6 pocillos y se
incubaron hasta que alcanzaron la confluencia. En ese momento, las células se
deprivaron de FBS durante 12-16 horas y se trataron o no con 1 uM de AB1-42,
100nM de LPA o una combinacién de ambos durante 72 horas. Al cabo de este
tiempo, se sembraron 100.000 células de cada condicion en transwell, tal y
como se indica en el apartado __ de Material y Métodos. Al cabo de 24 horas,

se fijaron las membranas y se tifieron con hematoxilina.

Como ocurrio en la linea de astrocitos humanos inmortalizados, tanto el
tratamiento con AB1-42 oligomérico como con LPA promovieron la migracion de
los astrocitos primarios de rata (Figura 52B y C). Concretamente, migraron un
163,17£7,52% y un 159,34+7,92% respectivamente, comparados al control
(Figura 52E, barras 2 y 3). Ahora bien, los astrocitos que fueron tratados con la
combinacion de ABi-42 oligomérico y de LPA, vieron su capacidad de migracion
bloqueada (Figura 52D), 98,1+7,81% respecto al control (Figura 44E, barra 4).
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Figura 52. La combinacion de Ai.s, oligomérico y de LPA no induce a la
migracion de los astrocitos primarios de rata. A-D) Astrocitos sembrados en
monocapa fueron tratados durante 72 horas con 1uM de ABi.42, 100nM de LPA o la
combinacionb 1uM de ABi42y 100nM de LPA. A las 72 horas, fueron sembrados en
transwell, se incubaron 24 horas adicionales y se tifieron las membranas con
hematoxilina. Se realizaron 3 fotografias por pocillo y el area celular total fue calculado
mediante ImageJ. Las fotografias son representativas de 2 experimentos
independientes que fueron realizados por duplicado. E) El histograma representa la
media £ SEM expresada como porcentaje de migracion de los astrocitos (n=12). El
analisis de t-Student resulté ser significativo Porcentaje de migraciéon (**p<0,01;
***n<0,001).

Por lo tanto, de la misma forma que ocurria con la generacién de ROS, la
combinacién entre ABi-42 oligomérico y LPA dejaba a las células en un estado

de actividad basal.
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8. Andlisis de la acumulacion de granulos de glucégeno en tejido de raton
control y triple transgénico de 18 meses de edad.

Finalmente, examinamos la cantidad de granulos de glucégeno nucleares
acumulados en astrocitos de tejido de raton control y de ratén triple transgénico
(3XxTg-AD). Para ello, a tejidos de cerebro de raton de 18 meses de edad
(control y triple transgénico), se incubaron durante 2 horas con 0,5 pg/mL de
sonda GYSC y se les hizo una doble inmunofluorescencia con a-GST y a-
GFAP como se detalla en Material y Métodos. El a-GST fue marcado con goat
a-rabbit Alexa 597 y el a-GFAP fue marcado con goat a-mouse Alexa 647.
Finalmente, los tejidos se trataron con Autofluorescence Eliminator Reagent
(Millipore) y tras tefiir los nudcleos con DAPI, los tejidos se montaron con

fluoromont.

La regidbn examinada fue la zona del CAl del hipocampo, en la cual se
detectaron astrocitos con glucogeno nuclear tanto en ratones control como en
ratones 3xTg-AD. Con el fin de observar los granulos de glucogeno con mas
detalle, se realizé un zoom O6ptico a los astrocitos de forma individual (Figura
53) y observamos que estos granulos eran mas numerosos y estaban mas
concentrados en el nucleo de los astrocitos de raton 3xTg-AD que en el control
(Figura 53B,F,D y H). La cuantificacién de los granulos de glucégeno en el
nacleo, resulté que aumentaban de manera significativa en el tejido de raton
3xTg-AD (Figura 53I, 20,29 + 2,68 granulos de glucégeno) comparados con el

tejido de ratén control (Figura 53I, 12,71 + 2,05 granulos de glucégeno).

Control 3XTg-AD
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Figura 53. Los astrocitos de los ratones triple transgénico acumulan una mayor
cantidad de glucégeno en el nucleo que los astrocitos de los ratones control. A-
H) Marcaje del glucdgeno celular con la sonda GST-GYSC en tejidos de cerebro de
ratén control (A-D) y de ratdn triple transgénico (E-H). Los tejidos fueron fijados con
PFA, tratados con Antigen Retrieval y permeabilizados con etanol. Se trataron los
tejidos con 0,5ug/uL de sonda GYSC y la inmunofluorescencia se llevé a cabo
utilizando un doble marcaje con anticuerpo «-GST, seguido del secundario Goat «-
Rabbit Alexa 594 (rojo), y con anticuerpo «-GFAP, seguido del secundario Goat « -
mouse IgGl Alexa 647 (rojo lejano). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las
fotografias son representativas de tres tejidos independientes J) El grafico de violines
representa la media + SEM del nimero de granulos de glucégeno nucleares de tres
experimentos independientes (n=30). El andlisis estadistico t-Student resultd ser
significativo (#p<0,05; ###p<0,001).

Por lo tanto, estos resultados confirman el hallazgo observado tanto en la linea
de astrocitos humanos como en astrocitos primarios de rata: que el glucogeno
es acumulado en el nucleo y que en la Enfermedad de Alzheimer, esta

acumulacion difiere respecto al control, siendo acumulados en mayor cantidad.
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Discusion

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa que se
asocia tanto a la presencia en el espacio intracelular de ovillos neurofibrilares
formados por la proteina tau fosforilada como a la presencia en el espacio
extracelular de placas amiloides constituidas mayoritariamente por el péptido
neurotoxico ABi-42 amiloide. La acumulacién y agregacion de estas moléculas
en los espacios intra y extracelulares, las convierten en elementos clave en la
degeneracion de las neuronas hipocampales y corticales que se traduce entre
otras cosas en pérdida de memoria, desorientacion espacio-temporal y
cambios en el comportamiento, algunos de los sintomas caracteristicos de la

EA (Soria Lopez, Gonzalez, and Léger 2019).

La disfuncion cognitiva en los pacientes con la EA correlaciona, entre otras
cosas, con un bajo metabolismo de glucosa en el cerebro. Este
hipometabolismo de glucosa cerebral aparece décadas antes que otros
sintomas o marcas histopatolégicas propias de la enfermedad. Por lo que se ha
postulado que los cambios en el metabolismo energético podrian preceder a la
pérdida de la funcién neuronal (Tarczyluk et al. 2015). Llegar a descifrar el
nexo entre el metabolismo del cerebro con la muerte neuronal podria ser clave
para entender la progresién de la neurodegeneracion y especialmente la EA.
Todo ello, implica entre otras cosas, la caracterizacion de la relacion funcional
entre los diferentes linajes celulares presentes en el cerebro y particularmente

la relacién entre astrocitos y neuronas.

Los astrocitos son las células de la glia mas abundantes del cerebro y se
encargan de mantener la actividad neuronal tanto desde un punto de vista
estructural, como tréfico y/o metabdlico. Todo apunta a que los astrocitos
juegan un papel clave en la regulacion de la funcion neuroenergética (Pellerin
2010). Son células que tienen una elevada capacidad de almacenar glucégeno
y es a partir de su movilizacibn, promovida por moléculas como, la
norepinefrina, el péptido intestinal vasoactivo, la adenosina o altos niveles de
potasio, que se genera lactato (Bouzier-Sore and Pellerin 2013). Este lactato
generado se transfiere a las neuronas por medio de los transportadores MCT, y
les sirve a éstas para obtener la energia necesaria para llevar a cabo sus

funciones (Belanger, Allaman, and Magistretti 2011). De hecho, se ha
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demostrado que tanto la movilizacion del glucégeno astrocitario como este
trasvase de lactato del astrocito a la neurona se precisa para procesos
cognitivos como son el aprendizaje y la formacion de la memoria a largo plazo
(Gibbs and Hertz 2008; Suzuki et al. 2011).

Ahora bien, ¢qué papel juega la movilizacion del glucégeno y la posterior
generacion de lactato en una enfermedad neurolégica como es la EA?. De
momento, no se tiene conocimiento de cdmo se encuentra el proceso de
transferencia de lactato entre el astrocito y la neurona en esta enfermedad.
Una de las causas de esta falta de conocimiento es que la clinica de esta
enfermedad se manifiesta al cabo de décadas de iniciarse y la alteracion de
ese transporte de lactato puede ocurrir en estadios tempranos mediados por
incipientes cambios en la concentracion de oligdbmeros de ABi-42 en el sistema

nervioso.

Hace unos afios, nuestro grupo de investigacion describio que la GTPasa Racl
en su forma activa (Rac1-GTP) interaccionaba con la region comprendida entre
los aminoacidos 181 y 317 de la miofosforilasa (PYGM) y activaba a esta
hidrolasa (Arrizabalaga et al. 2012). Este descubrimiento fue muy novedoso ya
que fue la primera vez que se relacionaba una pequefia GTPasa de la
superfamilia Ras directamente con el catabolismo del glucégeno a través de la
PYGM. Esta activacion temprana y transitoria del eje Racl/PYGM resultdé ser
clave para modular la proliferacion y migracion de los linfocitos T dependientes
de IL-2 (Arrizabalaga et al. 2012; Llavero et al. 2015; Llavero et al. 2016). Por
ello, cabria esperar que en otros linajes celulares ese eje, Racl/PYGM, podria
también controlar respuestas celulares a un estimulo dado. Por otra parte, la
actividad de la GTPasa Racl se asocia tanto a una respuesta neuroprotectora
propiciada por el receptor 5HT4 (Maillet et al. 2003), como a una respuesta
neurodegenerativa temprana promovida por el péptido ABi-42 oligomérico
(Arrazola Sastre et al. 2020) que afecta tanto a neuronas (Manterola et al.

2013) como a astrocitos (Wyssenbach et al. 2016).

En esta tesis doctoral, hemos intentado relacionar la sefalizacién intracelular
gobernada por la GTPasa Racl con el metabolismo del glucogeno bajo el
control de la PYGM en el contexto de la Enfermedad de Alzheimer. Primero,

hemos descrito que, al igual que ocurria en la linea celular de linfocitos T
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humana Kit 225 dependientes de IL-2 (Arrizabalaga et al. 2012), los oligdmeros
de ABi-42 también median la activacion temprana y transitoria tanto de Racl

como de la PYGM en astrocitos humanos inmortalizados.

La glucogeno fosforilasa (PYG) es una familia de hidrolasas constituida por tres
miembros, las isoformas de cerebro (PYGB), de higado (PYGL) y de musculo
(PYGM) (Mathieu, Dupret, and Rodrigues-Lima 2019). Diferentes estudios ya
revelaron la presencia de estas tres isoformas de la glucogeno fosforilasa en
tejido cerebral, y concretamente, en astrocitos de rata (Pfeiffer-Guglielmi et al.
2000; Pfeiffer-Guglielmi et al. 2003). Pfeiffer-Guglielmi y colaboradores,
describieron la presencia de ARNm de las tres isoformas (PYGB, PYGL y
PYGM) tanto en cultivos primarios como en cerebro embrionario de rata. Sin
embargo, la presencia de ARNm no implica traduccién a proteina ya que, en
este caso, la PYGL no s6lo es minoritaria en el estadio embrionario, sino que
ademas no se llegaba a detectar en tejido cerebral adulto (Pfeiffer-Guglielmi et
al. 2000). En cambio, otros estudios si encontraron expresion de la PYGL en
astrocitos o en tejido cerebral. Uno y colaboradores mostraron por RT-PCR la
expresion de las tres isoformas de la PYG en la linea celular de astrocitoma
U251 (Uno et al. 1998) y otros grupos han detectado también la expresion de la
PYGL en glioblastoma (Favaro et al. 2012; Abbadi et al. 2014; Zhao et al.
2021). Un estudio reciente, analizando la expresion de las isoformas de la
glucogeno fosforilasa de astrocitos primarios de ratdén, ha encontrado que la
PYGB es la que se expresa mayoritariamente, seguida de la PYGM vy por
altimo, de la PYGL, detectandose también la expresion de esta ultima en el

area del cortex frontal (Cai et al. 2020).

Al hilo de estos resultados, cuando nosotros analizamos por RT-PCR la
expresion de las isoformas de la PYG en la linea de astrocitos humana,
observamos que la isoforma de higado (PYGL) era la mayoritaria, y las
isoformas B y M presentaban ambas bajos niveles de expresion. Estas
aparentes discrepancias en los resultados de expresion se pueden explicar,
bien por la metodologia empleada, mayor sensibilidad alcanzada en estos
ultimos afios, y/o por la fuente de ARNm, dado que se han utilizado diferentes
origenes y cultivos celulares tanto entre los estudios citados como en esta tesis

doctoral. Finalmente, es importante sefialar que aunque el nivel de expresion
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de ARNmM detectado varie segun el tipo celular analizado, parece que se
mantiene la expresion en linajes celulares del cerebro entre especies de las

tres isoformas de la PYG.

En cuanto a su secuencia, las tres isoformas de la PYG presentan una alta
homologia entre ellas y, por lo tanto, podria ocurrir que Racl modulara también
la activacion de PYGB y/o PYGL, ademas de la PYGM. Arrizabalaga y
colaboradores ya descartaron esa posibilidad, ya que los resultados de la
espectrometria de masas eran inequivocos, identificaban a un péptido C
terminal exclusivo de la PYGM (Arrizabalaga et al. 2012). Ademas, hemos
comparado las tres isoformas de la glucégeno fosforilasa mediante su
alineamiento por ClustalW y hemos deducido que la region de unién entre
Racly PYGM es especifica de isoforma. La region entre los aminoacidos 191 y
270 de la PYGM, tiene un 79% de homologia con las otras dos isoformas, el
21% no homdélogo lo constituyen 17 aminoacidos que han servido de base para
disefiar y producir el péptido TAT-RBD-PYGM, el cual ha sido utilizado en este
trabajo como herramienta para interferir la sefializacion entre Racl y la

glucogeno fosforilasa.

Este eje de sefalizacion Racl/PYGM parece que juega un papel crucial en el
funcionamiento del cerebro. De hecho, Pinacho y colaboradores, postulaban
que la downregulation de Racl y PYGM podria disminuir la transferencia de
energia de los astrocitos a las neuronas y ser clave en el desarrollo de la
esquizofrenia crénica (Pinacho et al. 2016). En el contexto de la Enfermedad
de Alzheimer, hemos apuntado que la sefalizacion temprana iniciada por los
oligobmeros de APi42 y que implica al eje Racl/PYGM, se traduce en la
degradacion exacerbada de los depdsitos de glucégeno. Ademas, nuestros
resultados fueron sorprendentes debido a que nos encontramos primero con
gue los astrocitos no sélo de origen humano, sino también los de rata y raton
acumulaban grandes cantidades de granulos de glucdgeno en el nacleo celular
y, en segundo lugar, que el efecto de los oligdmeros de AB1-42 era contundente

tanto en la degradacién como en su recuperacion.

A este respecto, al inicio de la década de los afios 80 se describio la presencia
de glucégeno en el nucleo celular de los astrocitos (Horita et al. 1981;

Miyakawa et al. 1982). A pesar de ello, no tuvo mucho seguimiento, quizas
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porque los granulos detectados mediante microscopia electronica podian
confundirse con estructuras relacionadas con la cromatina. A lo largo de esta
tltima década se ha retomado este asunto de los granulos nucleares de
glucégeno y ya se han detectado en otros linajes celulares como en el nucleo
de neuronas murinas (Kakhlon et al. 2013), o en tejido humano de célula no

pequefia de cancer de pulmon (Sun et al. 2019).

Por lo que, la cuestion que nos planteamos fue si la maquinaria de degradacion
de glucdgeno se encontraba también en el nucleo celular o se translocaba del
citoplasma al nucleo. A este respecto, ya se ha descrito la presencia de la
isoforma de cerebro PYGB tanto en el nlcleo de células de carcinoma gastrico
de la linea celular AGS (Uno et al. 1998) como en el nicleo de células HEK293
(Sun et al. 2019). En este tesis, nosotros mostramos la PYGM localizada en el
nacleo de los astrocitos humanos inmortalizados y observamos que los
oligbmeros de ABi42 promueven su traslocacion primero al citoplasma y
posteriormente vuelve al nlcleo. Es mas, sorprendentemente, la GTPasa Racl,
también se transloca al nucleo tras 30 minutos de tratamiento con APi-42
oligomérico, coincidiendo con el estado de maxima actividad de la PYGM y con

la méaxima degradacion del glucégeno nuclear.

La localizacién de Racl en el nicleo ha sido detectada por fluorescencia en
fibroblastos 3T3 (Kraynov et al. 2000) y su translocacién al ndcleo se da
mediante su secuencia NLS (Lanning, Ruiz-Velasco, and Williams 2003;
Sandrock et al. 2010). Pero no ha sido hasta el afio 2020 cuando se ha
sugerido que una de las funciones de esta translocacion de Racl al ndcleo
celular es la de regular el procesamiento del ARNm (splicing). A este respecto,
Abdrabou y colaboradores, investigando la respuesta al EGF de las células
COS-7, han concluido que este factor de crecimiento favorece la translocacion
de Racl al nucleo para colocalizar con el factor de splicing 2 rico en serina y
arginina (SRSF2) (Abdrabou and Wang 2021). No obstante, siendo novedosa
la colocalizacion nuclear de la PYGM y la GTPasa Racl, era algo esperable,
dado que ya se han descrito la presencia de otros elementos de la maquinaria
del metabolismo del glucégeno en el nucleo, como la glucogenina (Miozzo et al
1996, Baqué et al 1997), la glucogeno sintasa (Granzow, Kopun, and

Zimmermann 1981; Ferrer, Baque, and Guinovart 1997; Cid et al. 2005; Vilchez
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et al. 2007), la enzima ramificadora de glucégeno (GBE) (Sun et al. 2019) y la
enzima desramificadora (GDE) (Cheng et al. 2007).

Es importante sefialar que el grado de colocalizacién de Racl y PYGM en
astrocitos humanos es mayor a medida que aumenta el tiempo de tratamiento
con APi-42 oligomérico, siendo el mas alto tras una hora en presencia del
péptido. Sin embargo, eso no se traduce en términos de maxima degradacion
de glucogeno. Tras una hora de tratamiento, observamos que el glucégeno se
acumula en el nucleo, alcanzando valores significativamente superiores a los
del control. Con lo que deducimos que la maquinaria de sintesis de glucégeno
se encuentra en el nucleo de los astrocitos humanos y, que el ABi42
oligomérico la activa y modifica tanto la sintesis como la degradacion del

glucégeno en el nucleo.

En cuanto a la acumulacion anormal de glucégeno, resulté paraddjico observar
gue en ausencia de expresion de PYGL y de PYGM se producia un incremento
significativo de la acumulacién de glucégeno nuclear. Llamé especialmente la
atencion que la acumulacion era tremendamente desproporcionada en
ausencia de expresion de la PYGM. Estos resultados van en la linea de los
descritos por Muller y colaboradores, cuando detectaron niveles de glucégeno
superiores a los basales en cultivos primarios de astrocitos de rata a los que se
les habia silenciado la PYGM (Muller et al. 2015). El mismo estudio también
detecté mayor nivel de glucégeno en células a las que se les habia silenciado
la PYGB, algo que nosotros no lo hemos observado. Esta diferencia podria
explicarse en base a la metodologia utilizada para la deteccion del glucégeno,
debido a que nosotros hemos determinado la cantidad de granulos de
glucogeno de forma cualitativa mediante inmunofluorescencia, y ademas, sélo
hemos cuantificado los granulos nucleares, mientras que en el estudio de
Miller y colaboradores, éstos cuantificaron la cantidad de glucdgeno total por
colorimetria (Muller et al. 2015). Sin embargo, estos autores no determinaron

gué ocurria cuando se silenciaba la PYGL de los astrocitos.

A pesar de ser una situacion paraddjica, la acumulacion del glucégeno cuando
se silencia la PYGM y/o la PYGL, es una caracteristica propia de las
enfermedades de McArdle y de Hers, las cuéales estan producidas por

mutaciones inactivantes en la PYGM y en la PYGL, respectivamente (Quinlivan
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et al. 2010; Labrador and Weinstein 1993; Patterson 2017). En el caso de la
Enfermedad de McArdle, la acumulacién del glucégeno se da en el masculo
esquelético y se traduce en intolerancia al ejercicio (Nielsen et al. 2018; Fiuza-
Luces et al. 2018). Y en el caso de la Enfermedad de Hers, la deficiencia de
PYGL, va acompafiada de una acumulacion del glucogeno hepatico progresiva
asociada a la edad y que se traduce en un incremento del dafio hepatico
(Wilson et al. 2019). Aun asi, en ninguna de las dos enfermedades se ha
descrito si hay afectacion en el sistema nervioso central u otros 6rganos.
Nuestros resultados muestran que cuando se silencia PYGL o PYGM se
produce una acumulacion exacerbada de glucdgeno en astrocitos por lo que
podria traducirse esta acumulacion anormal de glucégeno en posibles
afectaciones neuroldgicas tanto en la Enfermedad de McArdle como en la
Enfermedad de Hers.

Otra patologia relacionada con una acumulacion anormal de agregados
intracelulares de glucdégeno insoluble, en este caso independiente de PYG, es
la Enfermedad de Lafora, un tipo de epilepsia producida por mutaciones en los
genes que codifican a las proteinas laforina (Epm2a) y malina (Epm2b). En el
modelo de ratén malinak® (Valles-Ortega et al. 2011) se ha descrito que la
acumulacion del glucégeno en los astrocitos conduce a la neurodegeneracion
(Duran et al. 2021). La acumulacion del glucégeno en astrocitos no solo se ha
asociado a la Enfermedad de Lafora, sino que también se ha detectado tanto
en el modelo murino de envejecimiento acelerado (ratones SAMPS8) y en el
modelo murino con mayor sintesis de glucégeno (ratones PTGCF) (Auge et al.
2018). Esto no quiere decir que la ausencia de glucégeno sea tolerada por el
cerebro, de hecho, se ha demostrado que en el modelo murino knockout de
glucdgeno sintasa en cerebro (GYS1NesinKO) |3 ausencia de glucdégeno en
estos ratones esta relacionada con deficiencias en el aprendizaje y en la
memoria y presentan una mayor susceptibilidad a sufrir epilepsia (Lopez-
Ramos et al. 2015; Duran et al. 2013). Por lo tanto, la desregulacion en si del

metabolismo del glucdégeno conduce a situaciones patoldgicas diversas.

Volviendo a nuestro estudio, los resultados de esta tesis doctoral indican que

los oligdbmeros de APi42 promueven la degradacion total del glucégeno
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intranuclear a los treinta minutos de tratamiento, mientras que cuando
comparamos con 1 hora de tratamiento, los oligdémeros de AP1-42 disparan los
niveles de acumulacién de glucégeno, se asemeja a una montafa rusa, para
volver a su estado basal a las 6 horas de tratamiento. Esto significa que el
péptido AB1-42 favorece en un periodo corto de tiempo que los depoésitos de
glucogeno se degraden totalmente y, a la vez, sea el inicio de la recuperacion y
acumulacion de esos depositos de forma descontrolada hasta llegar a los
valores basales. Sin embargo, analizando los astrocitos en tejido de raton de
18 meses, hemos verificado que los niveles de depdsitos de glucégeno
intranucleares se encuentran mas elevados en el modelo murino de la EA, el
triple transgénico (3xTg-AD) que en los animales control. Estas observaciones
sugieren que tanto la degradacion como la posterior acumulacién de glucégeno
intranuclear podria participar en la neurodegeneracion que se manifiesta en la
EA. Por todo ello sugerimos que una utilizacion exacerbada del glucogeno en
estadios iniciales podria conducir, a largo plazo, a una acumulacion
anormalmente elevada de este polimero probablemente debido a que los
sistemas de degradacion no son operativos. En resumen, esta acumulacion de
glucdgeno a largo plazo implicaria un cambio de paradigma en la fuente de
carbono que derivaria en cambios irreversibles en las funciones de los

astrocitos.

Ante este panorama, quisimos conocer qué relacion guardaba la movilizacion
masiva del glucdégeno iniciada por los oligdbmeros de ABi42 y la glicolisis.
Sorprendentemente, la degradacion casi total del glucdégeno intranuclear
promovida por el tratamiento agudo con los oligdmeros de APi-42, no se
traducia en cambios en la glicolisis de los astrocitos. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por otros grupos en los que demuestran que el
AB1-42 no media la generacion de lactato ni en astrocitos derivados de las
células embrionarias NT2 (Tarczyluk et al. 2015) ni en astrocitos primarios de
raton (Byman et al. 2019).

No obstante, debemos recordar que, la EA se caracteriza por su bajo
metabolismo glicolitico (Fu and Jhamandas 2014), dado que genes
relacionados con la ruta glicolitica, el ciclo de acidos tricarboxilicos y la

fosforilacidn oxidativa, se encuentran downregulados en modelos de ratén
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transgénicos de EA y en cerebro de pacientes con la EA (Brooks et al. 2007;
Chen et al. 2012). En astrocitos primarios de raton y rata también hay una
menor glicolisis cuando son expuestos durante 24 horas al péptido ABi-42
(Schubert, Soucek, and Blouw 2009). Por el contrario, en astrocitos primarios
de ratdbn se ha visto un aumento de la glicolisis y de la acumulacion de
glucoégeno tras 48 horas de tratamiento con agregados de AB2s3s y AP142
(Allaman et al. 2010). Esto podria ser debido a que los oligdbmeros de AB1-42
estarian alterando de forma aguda el metabolismo glicolitico y éste no tendria
capacidad a medio-largo plazo de compensar y corregir esas alteraciones
metabdlicas generadas en la fase aguda. Una vez mas, el acumulo
anormalmente elevado de glucdgeno nuclear que hemos encontrado en el
modelo de 18 meses murino transgénico 3xTg-AD podria traducirse en un
descenso de la capacidad glicolitica de los astrocitos, debido a que los

mecanismos de degradacion del glucdgeno se encuentran alterados.

Sin embargo, la evaluacién de la glicolisis en astrocitos a los que se les silencio
individualmente las isoformas de la PYG (B, L y M), mostraron que la
fosforilacién oxidativa en este linaje celular estaba controlada por la isoforma
de higado (L) mientras que la generacion de lactato por la isoforma muscular
(M). Es decir, la glicolisis es un proceso controlado por la PYGM en astrocitos
humanos inmortalizados que no se ve estimulada por medio del ABi-42
oligomérico. Por lo tanto, nosotros postulamos que la liberaciébn masiva de
monomeros de glucosa-1-fosfato, resultado de la degradacion de los depdsitos
de glucdgeno, no esta siendo destinada para la glicolisis y que debe de haber
otra ruta no energética para dar salida al aumento anormal de concentracién de
glucosa-1-fosfato. Esta ruta podria implicar la modificacion de la funcion
bioldgica del astrocito y, como consecuencia, de la neurona en el contexto de
la EA.

Entonces, conocer hacia donde se dirige la glucosa-1-fosfato generada por el
glucégeno degradado y qué consecuencia tiene en la respuesta de los
astrocitos a los oligdbmeros de ABi142, parece importante en el contexto de la
EA. Esta bien establecida la relacion entre la movilizacion del glucégeno y la
activacion de la ruta de las hexosaminas cuando se produce un pico agudo de

nutrientes o bien un exceso de ellos en periodos cortos de tiempo. La ruta de
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las hexosaminas, como ya se ha explicado en la Introduccién, consiste en una
serie de reacciones quimicas que transforma azucares simples como puede ser
la glucosa-1-P a hexosamina-uridina-difosfato N-acetilglucosamina (UDP-
GIcNAc) (Zachara and Hart 2004; Bond and Hanover 2015; Yuzwa and
Vocadlo 2014). EI UDP-GIcNAc sirve de sustrato a la OGT para que este
enzima transfiera grupos GIcNAc a determinadas proteinas y genere
modificaciones postraduccionales de proteinas por O-GIcNAcilacion en serina 'y
treonina (Hart, Housley, and Slawson 2007). De hecho, la deprivacion de
glucosa en células tumorales incrementa el nivel de O-GIcNAcilaciones (Taylor
et al. 2008; Cheung and Hart 2008), siendo estas PTMs controladas por la

degradacion del glucégeno intracelular (Kang et al. 2009).

En este sentido, nuestros resultados han revelado que los oligbmeros de AB1-42
en astrocitos humanos inmortalizados, promueven el aumento de O-
GIcNAcilaciones de proteinas. Esto coincide con el estudio de Forster y col.
donde relacionan un patrén de O-GlcNAcilaciones de proteinas alterado en
cerebros de pacientes con Enfermedad de Alzheimer. De hecho, encuentran un
aumento de O-GIcNAcilaciones en proteinas de 25, 50-60 kDa, pero no en
proteinas de mayor peso molecular (Forster et al. 2014). Nosotros también
detectamos que los oligobmeros de ABi42 aumentan en astrocitos las O-
GlcNAcilaciones de proteinas de entre 30 y 60 kDa y de alrededor de 180-
200kDa. Quizas, esta diferencia de O-GIcNAcilaciones de proteinas de alto
peso molecular podria explicarse en que nosotros hemos analizado el patron
de O-GlIcNAcilaciones en una linea de astrocitos humanos inmortalizada y, en
cambio, Forster y colaboradores lo hacen a partir de homogenizado de cerebro.
En cualquier caso, estas modificaciones postrasduccionales por O-
GIcNAcilacion de proteinas mediadas por los oligdmeros de ABi42 pueden
modificar la funcion de las proteinas afectadas, alterando la homeostasis
celular y promoviendo el desarrollo de la EA. Un ejemplo conocido es el de la
O-GlIcNAcilacion de c-fos mediada por los oligdbmeros de ABi42, la cual

promueve la muerte neuronal (Choi, Kim, Song, et al. 2019).

Todo ello, nos permite apuntar a que la degradacion masiva del glucégeno
intranuclear debida a la activacion del eje de sefalizacion Racl/PYGM vy

mediada por los oligdmeros de ABi-42, estd generando un aumento de las O-
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GIcNAcilaciones de proteinas. Esto justificaria que los oligdmeros de AB1-42 no
modularan la glicolisis aunque si la degradacion del glucégeno mediante dicho
eje de sefializacion para proporcionar el substrato que la enzima OGT necesita

para transferir y O-GIcNAcilar determinadas proteinas.

En este sentido, y con respecto a la acumulacion de glucogeno nuclear,
recientemente, Sun y colaboradores, estudiando su papel en célula pequefa
de céancer de pulmoén (NSCL) han descubierto que en condiciones bioldgicas la
glucogenolisis nuclear genera piruvato como recurso para regular cambios
epigenéticos por acetilacion. Lo que ocurre en las células NSCL es que éstas
bloquean la glucogenolisis nuclear por lo que se acumula el glucégeno en el
ndcleo y no se producen los cambios epigenéticos pertinentes por lo que
potencian la tumorigenicidad (Sun et al. 2019). En el caso de los astrocitos in
vitro, la situacion biolégica es diferente ya que en condiciones normales se
observa una importante acumulacion de glucégeno nuclear, tanto en la linea de
astrocitos humanos inmortalizados como en astrocitos de rata o raton, incluso
en tejido control. Por lo que la acumulacion de glucégeno nuclear tiene un
efecto negativo caso de las células NSCL, mientras que la acumulacion de
glucogeno nuclear en los astrocitos tiene un efecto fisioldgico positivo. Ahora
bien, la movilizacion del glucégeno inducida por los oligdbmeros de APi-a2
(degradacién rapida y masiva, sintesis exacerbada y vuelta a la normalidad
progresivamente) es lo que podria alterar la funcionalidad del astrocito.
Ademas, cuando analizamos los astrocitos en tejido de animales control y
transgénicos 3xTg-AD de 18 meses, observamos lo mismo que describe Sun 'y
col. en NSCL, en los astrocitos hay una mayor acumulacion de granulos de
glucogeno en el nucleo de los 3xTg-AD de 18 meses comparado a los
animales control. Quizas, en este caso, tampoco se producen los cambios
epigenéticos necesarios para el mantenimiento de la homeostasis astrocitaria

y, COMO consecuencia, se deriva hacia el proceso neurodegenerativo.

Investigando sobre el papel del eje Racl/PYGM/O-GIcNAcilaciones en las
respuestas de los astrocitos que conllevan a la neurodegeneracion,
Wyssenbach y col. ya describieron que la GTPasa Racl controlaba la
generacion de ROS en astrocitos murinos (Wyssenbach et al. 2016). El

aumento de ROS en astrocitos ha sido ampliamente descrito en el contexto de
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la Enfermedad de Alzheimer. Concretamente, el aumento de ROS en los
astrocitos provoca a las neuronas: dafios en el ADN, en la membrana de la
mitocondria, incremento de la produccién del péptido AB (Moreira, Santos, and
Oliveira 2007) y neurotoxicidad mediada por la glia en la Enfermedad de
Alzheimer (Angelova and Abramov 2014).

Dada la relacion potencial que los oligdmeros de AB1-42 estarian estableciendo
entre la actividad de PYGM y el aumento de O-GIcNAcilaciones de proteinas,
nosotros hipotetizamos que el mismo mecanismo podria estar detras de la
generacion de ROS. Nuestros resultados apuntan a que los oligémeros de AB:-
42 promueven la generacion de ROS a traves del eje Rac1l/PYGM. Teniendo en
cuenta que Racl regula la generaciéon de ROS a través de la activacion de la
enzima NOX2 (Wyssenbach et al. 2016), podria ocurrir que la degradacion de
glucogeno fuera también necesaria para la actividad de esta enzima. De hecho,
estudiando como afecta la hiperglicemia a las células cardiacas, diferentes
autores han mostrado que la O-GIcNAcilacion de CamKIl conduce a la
activacion de la enzima NOX2 para seguidamente generar ROS (Backs 2020;
Hegyi et al. 2020). En el caso que nos ocupa, bien podria ocurrir que el
aumento de O-GIlcNAcilaciones promovido por el tratamiento de ABi142
oligomérico estuviese afectando a otras proteinas reguladoras aguas arriba de

la enzima NOX2.

Al investigar la implicacion de las O-GIcNAcilaciones con la generacién de
ROS, hemos observado que la inhibicibn farmacologica de la OGA con
Thiamet-G (Yuzwa et al. 2008) bloqueaba la generacion de ROS. Mientras que
cuando se inhibia la actividad de la OGT con OSMI-1 (Ortiz-Meoz et al. 2015),
es decir las O-GIcNAcilaciones, esta inhibicion farmacolégica conducia a un
aumento de ROS. Esto parece una contradiccion entre los resultados obtenidos
y los esperados en los que los oligdmeros de AB1-42 favorecian la generacion de
ROS en astrocitos por accion de la actividad de la OGT mas que por la de la
OGA. La explicacion que proponemos es que en realidad existe un equilibrio
basal entre las O-GlcNAcilaciones y las des-O-GIcNAcilaciones que puede
afectar a un amplio espectro de proteinas. De tal manera, que cuando se hace
un pretratamiento con los inhibidores, éstos pueden actuar sobre O-

GlcNAcilaciones estructurales, de tal manera que cuando se inhibe la OGA, la
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OGT, O-GlcNacila los residuos que la OGA des-O-GlcNacila, o viceversa, y de
esa forma cuando le llega el mensaje procedente de los oligdbmeros de AB1-42,

éste no se transduce de la misma manera.

Otra explicacion plausible viene dada por la investigacion de Levine y col., en la
gue recientemente han descrito que la enzima OGT tiene doble funcién: por un
lado, O-GlcNacila proteinas en residuos de serina y treonina y por otro lado,
posee una funcion no catalitica que se ha relacionado con la proliferacion
celular. La accion del inhibidor OSMI-1 sobre la OGT soélo se daria en la funcion
de O-GlcNacilacion, y cuando esto ocurre, se produce automaticamente una
up-regulacion de OGT (Levine et al. 2021). Por lo que el inhibidor de la OGT
potenciaria esta segunda funcion de la OGT y podria justificar ese aumento de
los niveles de ROS en células no tratadas con ABi-42 oligomérico. En este
contexto, seria necesario el estudio de la generacion de ROS en astrocitos a

los que previamente se les ha silenciado la OGT.

Todo lo anteriormente discutido era consecuencia de una respuesta temprana
del astrocito al efecto de los oligoméros de AB142 y resultaba que todo ello
estaba controlado por la ruta de sefalizacion Racl/PYGM/O-GIcNAcilaciones.
La cuestion que surgi6 posteriormente fue si esta respuesta tenia repercusion a
largo plazo en la biologia de los astrocitos. En efecto, esté bien establecido que
la GTPasa Racl se relaciona con la astrogliosis mediada por los oligoméros de
AB1-42 (Wyssenbach et al. 2016), con la astrogliosis inducida tras lesion en el
sistema nervioso central (Ishii et al. 2017) y en la gliosis de la glia de Mdiller tras
la lesion de la retina (Nomura-Komoike, Saitoh, and Fujieda 2020). Ademas, la
desregulacion del patron de O-GIcNAcilaciones ha sido ampliamente estudiada
en el cerebro de pacientes con la Enfermedad de Alzheimer (Alfaro et al. 2012;
Forster et al. 2014; Wang et al. 2017). Por lo que, la activacion temprana de la
PYGM vy el posterior cambio del patron de O-GlcNAcilaciones de proteinas

podrian indicar el camino que conduce a la astrogliosis.

En efecto, nuestros resultados van en esta direccion: determinamos que la
sobreexpresion de GFAP y el aumento del area ocupada por los astrocitos, dos
marcadores que se utilizan para evaluar la astrogliosis mediada por oligdmeros
de AB1-42, dependian de la PYGM y del aumento de O-GlcNAcilaciones. En esta

misma linea, recientemente, se ha relacionado el aumento de expresion de
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GFAP con un aumento de O-GIcNAcilacion en células de retina (Liu et al.
2021), por lo que representa un hallazgo con el que nuestros resultados
concuerdan. Lo que nos llamo6 la atencion con el uso de inhibidores
farmacologicos de la OGT fue que la combinacion de Thiamet-G con

oligobmeros de AB1-42 fuera letal para los astrocitos.

Una vez puesto de manifiesto que las proteinas sufrian PTMs por O-
GIcNAcilacion debido a la accién de los oligobmeros de APi-42, conseguimos
identificar por espectrometria de masas (MS), ciento cincuenta y cinco
proteinas que se O-GIcNAcilaban tras 30 minutos de tratamiento con
oligbmeros de APi-42, coincidiendo con la maxima degradacion del glucégeno
intranuclear. Entre las proteinas con un cambio en su nivel de O-GlcNAcilacién
se encontraban las proteinas SNARE: VAMP 2 y VAMP3 y las GTPasas Arfl y
Arf3, todas ellas relacionadas con el transporte vesicular (Ropert, Jalil, and Li
2016; Sztul et al. 2019), las siguientes isoformas de actina: ACTAL, ACTC1,
ACTG2, ACTA2, implicadas en la remodelacion del citoesqueleto (Perrin and
Ervasti 2010; Dominguez and Holmes 2011), y finalmente, el receptor LPARL,
el cudl esta implicado en la transmision de la sefalizacion celular mediada por
el &cido lisofosfatidico (Fukushima and Chun 2001; Choi and Chun 2013; Yung,
Stoddard, and Chun 2014). Todas estas proteinas podrian participar en la

fisiopatologia de la EA modificando la biologia de los astrocitos.

Primeramente, debemos de puntualizar que la deteccion de péptidos O-
GlcNAcilados por MS ha identificado secuencias que se encuentran en varias
isoformas de un grupo de proteinas (Tabla 1, apartado de Resultados). Es
decir, en el caso de VAMP2 y VAMP3, el péptido identificado es el mismo para
ambas, solo que por la situacion de la secuencia, los residuos susceptibles de
O-GlIcNAcilarse son la S58 y la T62, y la S77 y la T81, respectivamente. En el
caso de Arf-1 y Arf-3 tanto el péptido identificado como la posicion coinciden,
siendo la T140 en ambos casos el residuo susceptible de ser O-GIcNAcilado.
En el caso de las actinas, ocurre lo mismo: el residuo S35 se encuentra en
ACTAL, ACTC1 y ACTA2. Sin embargo, en ACTG2 también esta, s6lo que en
la posicion 34. Las cuatro también comparten el residuo T148. El resto de
residuos comunes se encuentran entre las isoformas ACTAL, ACTC1y ACTA2,
siendo: T79, T320, S325 y T326. Por ultimo, el residuo T91 se encuentra tanto
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en ACTC1 como en ACTAL. En cuanto al LPAR1, el péptido identificado es
especifico sélo para esta isoforma y no para el resto de isoformas de LPAR que
existen (LPAR2-6). Todo ello conduce a que en un futuro proximo
comprobemos la expresién de las isoformas anteriormente citadas, con el fin de
asegurar que todas las proteinas listadas se encuentran expresadas en la linea

de astrocitos humana inmortalizada.

En el caso de VAMP2 y VAMP3, se ha comprobado que en astrocitos corticales
de ratdn solo se expresa la proteina VAMP3, mientras que ambas proteinas
estan expresadas en neuronas (Li et al. 2015; Ropert, Jalil, and Li 2016). Por lo
que extrapolando, podria ser que el péptido identificado en el MS fuera
VAMP3. Aun asi, si seguimos el razonamiento dado en la discusion de la
expresion de las isoformas de la PYG, no deberiamos de descartar la
expresion de VAMP2 en la linea de astrocitos humanos inmortalizados. Tanto
si la O-GIcNAcilacion se encuentra en VAMP3 exclusivamente o en ambas,
VAMP2 y VAMP3, podriamos relacionar esta PTM con el ciclo
glutamina/glutamato que se lleva a cabo entre los astrocitos y las neuronas.
Una de las mudltiples funciones que tienen los astrocitos es la de recoger el
glutamato liberado durante la sinapsis y utilizarlo de sustrato para la sintesis de
glutamina y transportar esta glutamina sintetizada de novo a las neuronas
(Markiewicz and Lukomska 2006; Sofroniew and Vinters 2010). En la EA, se ha
relacionado la desregulacion del metabolismo de la glucosa con la alteracion
del ciclo de glutamato/glutamina, afectando de forma negativa a la sinapsis de
las neuronas y, por lo tanto, al aprendizaje y a la memoria (Findley et al. 2019).
VAMP2 y VAMP3 son dos proteinas que forman parte del complejo SNARE y
que estan involucradas tanto en el transporte del receptor de glutamato GLT-1
(Ropert, Jalil, and Li 2016) como en el proceso de formacion de vesiculas
transportadoras de glutamato (Mahmoud et al. 2019). Por lo que, la O-
GlcNAcilacion en VAMP2 y VAMP3 podria modular negativamente la funcion

de ambas proteinas y afectar al ciclo glutamato/glutamina en los astrocitos.

Con respecto a las pequefias GTPasas Arf, ambas se encuentran expresadas
en astrocitos, por lo que ambas podrian ser susceptibles de O-GIcNAcilacion
(Nakagawa and Schwartz 2004). En su forma inactiva, las GTPasas Arf se

encuentran en el citosol, mientras que cuando son activadas pasan a ser
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localizadas en el aparato de Golgi. Se conoce que participan en el control del
trafico de APP en células HEK293 y Hela, y en la secrecion de especies de AR
en células de neuroblastoma de ratdn N2A y APP695 (Arrazola Sastre et al.
2021). Recientemente, se ha puesto en evidencia que los astrocitos podrian
estar involucrados en la sintesis de especies de AB, debido a que, en su estado
reactivo, expresan niveles suficientes de BACE1, APP y y-secretasa (Frost and
Li 2017). Por lo que la O-GIcNAcilacion de Arf-1 y Arf-3 podria afectar de forma
global al transporte de proteinas a nivel del aparato de Golgi y especificamente

a la sintesis de especies de AB en los astrocitos.

Por ultimo, las actinas isoformas musculares esqueléticas a1 (ACTA1) y a2
(ACTA2), la isoforma muscular cardiaca al (ACTC1) y la isoforma muscular
lisa a2 (ACTG2), participan de diferente forma en la modulacion del
citoesqueleto de actina, puestas de manifiesto en los modelos de raton
knockout para estas isoformas ya que presentan diferentes fenotipos
relacionados con la debilidad muscular y la desorganizacion de las fibrillas
musculares (Perrin and Ervasti 2010). Sin embargo, en cultivos primarios de
astrocitos de raton o rata solo se ha detectado ACTA2 (Lecain et al. 1991; Abd-
El-Basset 2000; Moreels et al. 2008) y en el caso de ACTC1 se ha detectado
en homogeneizado de cerebro humano (Ohtaki et al. 2017). ACTA2 también ha
sido detectada en astrocitos reactivos de pacientes con esclerosis multiple
(Moreels et al. 2008). Por lo que podria ocurrir que los péptidos identificados
pertenecieran sélo a estas dos isoformas de las actinas. De la misma forma
gue hemos comentado para las proteinas VAMP, no descartamos que ACTAL
y ACTG2 pudieran estar expresadas en la linea de astrocitos humanos
inmortalizada. Por lo que seria necesario medir la expresion de todas las

isoformas de actina susceptibles de ser O-GlcNAciladas.

La O-GIcNAcilacion de las distintas isoformas de actina podria traducirse en
desajustes en su polimerizacion/despolimerizacién, y por lo tanto, a una
reorganizacion anormal del citoesqueleto de actina de los astrocitos. La
desregulacion de la expresion de las distintas isoformas de actina ha sido
ampliamente estudiada en cancer, y se asocia a un aumento en la migracion y
proliferacion de las células tumorales (Suresh and Diaz 2021). Por ejemplo,

ACTC1, se ha propuesto como un marcador de invasién en glioblastoma,
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encontrandose una mayor expresion en aquellos pacientes con peor ratio de
supervivencia (Ohtaki et al. 2017). En lineas celulares de carcinoma
hepatocelular se ha visto que la expresion de ACTG2 esta asociada a un
aumento de la capacidad de migracion y de invasion (Wu et al. 2017). Y no
sélo se ha visto que las actinas estan implicadas en el aumento de migracion
en cancer, sino que, por ejemplo, Moreels y colaboradores, han sugerido que la
presencia de ACTA2 en astrocitos de tejido de pacientes con esclerosis
multiple podria estar asociada con un incremento de la migracion y de la
movilidad de estas células durante la gliosis reactiva (Moreels et al 2008).
Finalmente, la hipertrofia muscular esta mediada por la activacion de ITGB1, la
cudl sefaliza hacia la actividad del promotor de ACTAL1 mediante la activacion
de RhoA (Carson and Wei 2000). Por lo tanto, la O-GlcNAcilacion de las
actinas podria afectar a la capacidad migratoria, a la proliferacion y a la
morfologia celular. Estas respuestas se relacionarian con la astrogliosis
reactiva, donde el astrocito, en respuesta a una sefial o lesion en el sistema
nervioso central, se hipertrofia, prolifera y pierde su control sobre el medio
celular que le rodea (Sofroniew 2014).

En su conjunto, estas proteinas plantean un escenario muy interesante donde
el aumento de O-GIcNAcilaciones mediado por el eje AB1-42/ITGR1/Rac1/PYGM
afectaria a diversas respuestas que en, su conjunto, conducirian a una
disfuncién astrocitaria en la EA (Figura 1). Este conjunto de observaciones y
postulados abren nuevos enfoques a investigar para llegar a una comprension

mecanistica mas exhaustiva de la EA.
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Figura 1. La senalizacion mediada por el eje oligomeros de AB:.s./Racl/PYGM
promueve la disfuncién astrocitaria a través de la O-GIcNAcilacion de proteinas.
El tratamiento de 30 minutos con oligdmeros de APis2 promueve una marcada
glucogendlisis nuclear a través de la activacion del eje Racl/PYGM. EIl glucégeno es
transformado en glucosa la cual deriva en UDP-GIcNAc. EI UDP-GIcNAc es utilizado
como sustrato por la OGT para O-GIcNAcilar las siguientes proteinas: las GTPasas
Arf-1 y Arf-3, las proteinas SNARE VAMP2 y VAMP3, y las actinas ACTAL, ACTC1,
ACTG2 y ACTA2. La O-GIcNAcilacion de estas proteinas alteraria sus funciones en el
transporte de glutamato, transporte de proteinas y polimerizacion de actina, llevando a
una posible disfuncién astrocitaria en la EA.

El receptor del &cido lisofosfatidico tipo 1 (LPAR1), junto al resto de miembros
de su familia (LPAR2-6), modula las respuestas celulares iniciadas por el 4cido
lisofosfatidico (LPA) a través de diferentes rutas de sefializacion controladas
por proteinas G heterotriméricas (Yung, Stoddard, and Chun 2014).
Concretamente, algunas respuestas biolégicas controladas por LPAR1 estan
relacionadas con: supervivencia, proliferacién, adhesion, migracién, cambios en
el citoesqueleto, movilizaciéon del calcio, funcion inmune, mielinizacion e
inhibicion de la adenil ciclasa (Kihara, Mizuno, and Chun 2015; Yung, Stoddard,
and Chun 2014). Debido a este amplio abanico de respuestas, y a que era la
Unica isoforma de la familia identificada en el MS, el LPARL fue la proteina que
decidimos investigar sobre el efecto de su O-GIcNAcilacibn modulada por los
oligbmeros de ABi-42. De hecho, LPARL1 esta relacionado con la isoforma de
actina ACTA2, debido a que, en el contexto de fibrosis, promueve su
sobreexpresion a través de la produccion de TGF-B1 (Olianas, Dedoni, and
Onali 2020).

Funciones aberrantes de la familia de receptores LPAR (LPAR1-6) se han
relacionado con distintos desérdenes neurologicos, entre ellos, la EA, la
esquizofrenia, el dolor neuropatico o el cancer (Yung et al. 2015; Xiang et al.
2020; Yang et al. 2015). Y aungue las funciones biologicas controladas por el
eje LPA/LPAR1 son muy amplias, a dia de hoy no hay constancia de una O-
GlcNAcilacion del LPAR1 y ni mucho menos del papel que puedan jugar la O-
GIcNAcilacion de las treoninas 43 y 47 del LPAR1 tras el tratamiento con AB1-42

en la biologia de los astrocitos.

Nuestros resultados apuntan a que los oligdbmeros de ABi42 median la

astrogliosis a través del LPAR1, concretamente via la O-GIcNAcilacion de las
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treoninas 43 y 47. Uno de los ejes de sefalizacion gobernados por el tandem
LPA/LPARL1 esta relacionado con la regulaciéon de la transcripcion génica,
detectandose LPAR1 incluso en el ndcleo en zonas de alta actividad
transcripcional (Waters et al. 2006) y siendo sefialado como modulador de la
transcripcion génica de diferentes genes en el contexto de cancer (Valdes-
Rives et al. 2021; Xu et al. 2019). A este respecto, podriamos relacionar la
modulacién de la expresion de GFAP con el LPAR1. Concretamente, estudios
realizados en ratones con estrés cronico y tratados con antidepresivos
cloripramina y mianserina han mostrado mayores niveles de GFAP que sus
respectivos controles (Sillaber et al. 2008; Liu, Li, et al. 2009). Y por otro lado,
se ha demostrado que las respuestas celulares a estos mismos antidepresivos
estan controladas por LPAR1 (Olianas, Dedoni, and Onali 2016, 2020). Por lo
tanto, la bibliografia sugiere una posible regulacion de la expresiéon de GFAP
via LPAR1. De hecho, el tratamiento con LPA ha aumentado de forma
significativa los niveles de GFAP, aunque no de forma tan drastica a cémo lo
ha hecho el péptido AB1-42. Cuando silenciamos la expresion de LPAR1 no se
produce sobreexpresion de GFAP promovida por los oligdmeros de AB1-42. Por
lo que, hipotetizamos que las respuestas al LPA por parte de los astrocitos
estdn reguladas por LPAR1. Y, ademas no descartamos que module la

expresion de otros marcadores de astrogliosis

Por otra parte, el aumento del area que ocupan los astrocitos, otra de las
caracteristicas de la astrogliosis, no se ve afectada con el tratamiento con LPA.
Pero, si se modifica en presencia de los oligobmeros de APi42, estando
relacionado directamente la O-GIcNAcilacion de LPAR1. Cambios en la
ocupacion del espacio intercelular implican cambios morfolégicos en lo que las
GTPasas de la familia Rho y concretamente RhoA y Rac 1, tienen mucho que

decir.

Estas dos GTPasas modulan cambios en el citoesqueleto de actina, y
concretamente, el fendbmeno de stellation, un cambio fenotipico en astrocitos in
vitro que los convierte en mas ramificados (Schiweck, Eickholt, and Murk 2018;
Salinero et al. 1997) y que es inducido por el tratamiento a largo plazo con
AB2s-35 (Salinero et al. 1997). A este respecto, se ha confirmado que las

pequeiflas GTPasas de la familia Rho participan activamente en este
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fendbmeno, de tal manera que la activaciéon de Racl induce stellation mientras
que la activacion de RhoA la inhibe, manteniendo a los astrocitos en su forma

poligonal (Zeug et al. 2018).

Es preciso resaltar que, el LPA cuando activa el LPAR1, la sefalizacién
intracelular dependiente del receptor modula la actividad tanto de RhoA como
de Racl (Yung, Stoddard, and Chun 2014). Sin embargo, la actividad de Racl
en este caso no parece que controle la remodelacion del citoesqueleto de
actina para favorecer el aumento del area que ocupan los astrocitos, de hecho
ésta no se ve modificada. Esto no contradice al papel de Racl y RhoA en la
activacion e inhibicion de la stellation, respectivamente, descrito en la
bibliografia (Ramakers and Moolenaar 1998; Racchetti, D'Alessandro, and
Meldolesi 2012). Nosotros postulamos que hay diferentes pools de Racl y, en
funcién de quién los active, se genera una respuesta u otra. Asi, cuando los
oligbmeros de APi-42 activan a Rac1 por medio de la ITGB1, esta activacién
conduce a su vez a la activacion de PYGM, promoviendo la O-GIcNAcilacion
del LPAR1. En esta configuraciéon, la sefalizacion de este receptor se
magnifica y el astrocito se encuentra ante una participacion de Racl aguas
arriba del LPARL.

La combinacion de LPA y oligdémeros de ABi-42 0 la administracion primero de
LPA y posteriormente del ABi-42 oligomérico, no alteraba ni las respuestas
tardias: expresion de GFAP, aumento del area celular ocupada, migracion; ni
las respuestas tempranas: cinética de degradaciéon y recuperacion del
glucogeno nuclear o generacion de ROS. Esto significaria que en estas
circunstancias los oligdmeros de AB1-42 no tendrian opcion de implicar a LPAR1
O-GlIcNAcilado en sus mecanismos de sefializacion. Sin embargo, este efecto
se perdia cuando el pretratamiento se realizaba de forma contraria: primero se
trataban las monocapas con APi1-42 oligomérico y posteriormente con LPA. El
AB1-42 oligomérico ya habia activado de manera irreversible su programa toxico
y el LPA no era capaz de detenerlo. Quizas, entre otras cosas, porque el ABi-42
oligomérico downregula al LPAR1 y cuando llega el LPA no tiene donde

interaccionar.
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Todos estos hallazgos nos permiten hipotetizar que los oligdbmeros de ABi-42
desestabilizan el LPAR1. Esto se podria deber a un desequilibrio entre la
presencia de LPA y los oligobmeros de ABi42 en el medio extracelular. Esta
descompensacion, entendiéndose como una disminucion de la concentracion
de LPA y un aumento o el mantenimiento de la concentracion de oligdmeros de
AB1-42, conduciria a la alteracion de la homeostasis celular. Y su significado
estaria relacionado con una funcién anormal de los astrocitos como se produce
en la EA.

La administracion de LPA para restablecer el equilibrio entre ambos agonistas
podria ser clave para la recuperacién de la funcién de los astrocitos y como
consecuencia de la homeostasis celular. A este respecto y en el contexto de la
EA, distintos estudios realizados con gintonina (Kim et al. 2018) in vivo han
mostrado que la administracion de este compuesto bloquea la generacion de
ROS vy la sobreexpresion de GFAP en ratones a los que previamente se les
indujo EA por inyeccion de ABi-42 oligomeérico (lkram et al. 2021) y rescata la
funcién cognitiva tanto en los modelos animales (Hwang et al. 2012) como en
pacientes con la EA (Kim et al. 2018). La gintonina es un compuesto derivado
del gingseng que contiene las distintas formas de LPA (C16:0, C18:1 y C18:2
(Kim et al. 2018)), siendo el C18:1 la forma de LPA utilizada en investigacion
(Yung, Stoddard, and Chun 2014) y la que hemos empleado en esta tesis
doctoral. Desde un punto de vista molecular, la gintonina parece que facilita la
ruta no amidoilogenica en la linea celular de neuroblastoma SH-SY-5Y,
aumenta la liberacion de acetilcolina y la expresion de la acetilcolina
transferasa en células progenitoras neurales e inhibe la activacion de la

microglia.

En resumen, los oligbmeros de ABi-42 podrian estar promoviendo en primer
lugar una internalizacion del LPARL1 a través de la ITGB1 que seria necesaria
para que el eje Racl/PYGM actuara sobre la de O-GIcNAcilacion de LPARL.
En este escenario la presencia de agonista LPA, no tendria ningun efecto
porque no encontraria receptor al que unirse. Nuestro postulado apunta a que
el AB1-42 oligomérico estaria regulando la O-GIcNAcilacion del LPAR1 mediante

un fendmeno biologico denominado transactivacion de receptores (Figura 2).
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Figura 2. La sobreexpresion de GFAP y el aumento del area celular mediada por
los oligomeros de AB:.4, es promovida por la O-GIcNAcilacion del LPARL. El
tratamiento con ABi.42 oligomérico en la linea de astrocitos humanos inmortalizados
induce a la activacion del eje Rac1l/PYGM a través de su interaccion con la ITGB1, y
su vez, a la ITGB1 desensibilizaria a LPAR1. Las subunidades Ga, By y de LPAR1 se
disocian para posteriormente ser endocitado. Una vez esta en el interior de la célula,
LPAR1 es O-GlcNAcilado por la OGT en las T43 y T47 a partir del UDP-GIcNAc
generado a través de la glucogenolisis nuclear mediada por la PYGM. La O-
GlcNAcilacion de LPAR1 conduce a la disfuncion astrocitaria observada en la EA
mientras que el eje LPA/LPAR1 protege a los astrocitos del efecto del péptido AB1-42.

Este tipo de modulacién de la actividad receptorial sin necesidad de ligando se
ha descrito anteriormente por Daub y colaboradores. Concretamente, el
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), un tipo de receptor
tirosina quinasa, es transactivado por las subunidades Gi y Go de GPCRs.
Como resultado, la ruta de las MAPK se activa y posteriormente, las respuestas
mitogénicas por parte de las células (Daub et al. 1996; Daub et al. 1997).
Curiosamente, EGFR es también susceptible de O-GIcNAcilarse en los
aminoacidos: T654, S1046 y S1047 (Stateva and Villalobo 2015). Lo
interesante de esto es que el residuo T654 se fosforila por la PKC, y esta
fosforilacion impide la unidén del receptor a la calmodulina (Martin-Nieto and
Villalobo 1998), bloqueando asi la internalizacion del EGFR (Sanchez-
Gonzalez, Jellali, and Villalobo 2010). Por lo que, la O-GIcNAcilacién de este

receptor podria no sélo modular el destino del EGFR y sino también su funcion.

Por lo tanto, la O-GlcNAcilacion puede favorecer la participacion de otras rutas

de sefializacion emanadas de los mismos receptores que tienen como
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consecuencia una respuesta biolégica completamente opuesta a la que resulta
del agonista o agonistas fisiologicos. En este sentido, y como muestra la Figura
2, la interaccion entre LPA y LPARL1 no resulta en la O-GIcNAcilacion de éste
altimo, y entre otras cosas, impediria la disfuncion astrocitaria observada en la
EA. Sin embargo, cuando LPAR1 se transactiva por la O-GlcNAcilacion en los
residuos T43 y T47 mediada por la accion del AB1-a2 oligomérico, los astrocitos
manifiestan la respuesta contraria: un aumento de marcadores de astrogliosis y
por ende, una disfuncion astrocitaria. De esta forma, dependiendo de la PTM
que reciba el LPAR1, los astrocitos responderan de una forma u otra.

En este sentido y volviendo hacia la vertiente protectora que ejerce el LPA,
comparado con los oligdmeros APi-42, es interesante observar que, en la
glucogenolisis nuclear, el tratamiento con LPA tanto en la linea de astrocitos
humanos inmortalizada como en los astrocitos primarios de rata, se producia
una fuerte degradaciéon de los granulos de glucégeno incluido los nucleares.
Esta degradacion concuerda con lo descrito por Choi y colaboradores en la que
demostraron que la glucogenolisis inducida por gintonina en astrocitos
corticales de ratén llegaba a su valor maximo a los 30 minutos de tratamiento y

no se recuperaba hasta las 2 horas (Choi, Kim, Cho, et al. 2019).

Hay que tener en cuenta que estos autores relacionan la glucogenolisis
mediada por el LPA con el aumento de la produccion de ATP y de la captacion
de glutamato reduciendo la toxicidad ejercida por el glutamato en las sinapsis y
mejorando asi la supervivencia de las neuronas (Choi, Kim, Song, et al. 2019).
Esto sugiere que la degradacion del glucégeno en general, y la nuclear en
particular, observada en astrocitos tratados con LPA podria funcionar como un
mecanismo de proteccién para los astrocitos, mientras que los oligdmeros de
AB1-42 tendrian un efecto contrario. De hecho, LPA podria actuar sobre la
glucogenolisis nuclear con el fin de generar ATP y los oligoméros de ABi-42
activarian la glucogenolisis con el fin de generar el sustrato (UDP-GICNAC) para
promover la O-GIcNAcilacién de proteinas incluida el LPA. Esta interpretacion
estd avalada por los resultados obtenidos en los analisis del metabolismo de
los astrocitos, los cuales muestran de manera incontestable que los oligomeros
de AB1-42 no activan la glicolisis para generar energia a pesar de que provocan

claramente la degradacion de los depdsitos de glucégeno.
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En cuanto a la relacion entre el LPA y la generacion de ROS, nuestros
resultados indican que el LPA no mediaba en su aumento por lo menos tras 30
minutos de exposicion tanto en astrocitos humanos inmortalizados como en
astrocitos murinos. En otras lineas celulares, PC-3 y progenitores de adipocitos
(ASC), se ha descrito que el LPA conduce a la generacion de ROS a traves de
los receptores LPAR1/3 (Lin et al. 2013; Kang et al. 2015). Hay que tener en
cuenta que la estimulacion de las células PC-3 con LPA, sélo produjo un
aumento significativo de las ROS a los 10 minutos, volviendo a valores basales
a partir de los 20 minutos (Lin et al. 2013), mientras que los niveles de ROS en
las células ASC solo fueron medidos a los 20 minutos de tratamiento (Kang et
al. 2015). Ademas, debemos de incidir que se tratan de modelos celulares
distintos al nuestro. Pero, en cualquier caso, incluso si el LPA media la
generacion de ROS, ésta parece que esta controlada debido a que regresa a
los niveles basales y podria ser que a tiempos cortos en astrocitos ocurriera lo

mismo, aumento rapido de ROS y caida a los 30 minutos a niveles control.

Sin embargo, en este caso, no tenemos los datos de lo que ocurre cuando el
tratamiento es a tiempos cortos (menos de 30 minutos). Aun asi, el estudio de
Olianas y colaboradores demostré tanto en astrocitos corticales de rata como
en la linea C6 de glioma, que LPARL1 protege de la apoptosis promovida por
especies de perédxido de oxigeno (Olianas, Dedoni, and Onali 2016). Mas tarde,
el estudio de Ikram y colaboradores demostré que ratones a los cuéles se les
indujo EA por inyeccion de ABi42 oligomérico, cuando eran tratados con
gintonina, bloqueaba la generacibn de ROS y la sobreexpresiéon de GFAP
(Ikram et al. 2021). El primer estudio nos avanza un efecto protector por parte
del LPA en astrocitos que han recibido especies reactivas de oxigeno, situacion
en la que se encuentran en la EA, y en el segundo, un efecto bloqueante de la
generacion de estas especies. Por lo que, junto a nuestros datos, refuerzan la

hipotesis del efecto protector del LPA en el sistema nervioso central.

En resumen, hemos investigado el papel que juega el metabolismo del
glucégeno a nivel de los astrocitos en presencia de los oligdmeros de AB1-42.
Nuestro modelo propone que la sefializacion temprana iniciada por la
interaccién entre oligdbmeros de AB1-42 y la ITGB1 promueve la degradacién del

glucdgeno nuclear mediante la activacidon del eje de sefializacion Racl/PYGM.

237



Este mismo eje, modula respuestas de los astrocitos tanto a corto plazo

(generacion de ROS) como a largo plazo (astrogliosis).

Nuestros andlisis a nivel de glicolisis refuerzan nuestra hipétesis de que el
glucogeno no se utiliza como fuente de energia, sino como generador de
sustrato para favorecer modificaciones postraduccionales de proteinas,
concretamente, las O-GlcNAcilaciones. Toda una bateria de proteinas (155),
entre las que se encuentran actinas, proteinas SNARE, GTPasas Arf y LPAR1,
aumentan sus niveles de O-GIcNAcilaciones y esto afecta de forma potencial a

la funcionalidad de los astrocitos.

Una de las proteinas O-GIcNAciladas, el LPAR1, ha resultado ser la clave para
entender desde otra perspectiva los mecanismos moleculares que emplean los
oligébmeros de ABi-42 para promover la astrogliosis. La O-GlcNAcilacion en las
treoninas 43 y 47 de este receptor modula tanto la sobreexpresion de GFAP
como el aumento del area ocupada por el astrocito. Finalmente, hemos
demostrado el papel protector del LPA en la respuesta astrocitaria a los
oligobmeros de APi-42. Esto apunta a que el equilibrio entre LPA y AB142
oligomérico es esencial para mantener la homeostasis de los astrocitos, y que
cuando la balanza favorece a los oligdbmeros de AB1-42, las respuestas que se
producen hacen que el astrocito pierda su funcionalidad y entre en la via de la
neurodegenracion (Figura 3).
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Figura 3. El equilibrio entre el A 314 oligomérico y el LPA es esencial para
mantener la homeostasis del astrocito. Una presencia equilibrada del A 3 142
oligomérico y el LPA resulta en la funcionalidad de los astrocitos. Sin embargo, un
desequilibrio en favor del A 3142 oligomérico con respecto a LPA favorece que la
sefializacion intracelular derive hacia las rutas gobernadas por este péptido,
promoviendo la transactivacion del LPAR1 con todo lo que conlleva, a corto plazo:
descenso del glucdégeno nuclear acompafiado del aumento de ROS y de LPAR1-O-
GIcNACc que se traduce a largo plazo en astrogliosis y aumento del glucégeno nuclear.
En base a este equilibrio, nos encontramos ante un receptor, LPAR1, controlando dos
funciones antagonicas.

La siguiente pregunta que nos planteamos para estudiar en un futuro es: ¢Qué
ocurre en un sistema dénde el equilibrio entre el péptido ABi142 y LPA esta
descompensado hacia LPA? La sefializaciéon controlada por LPA ha sido
ampliamente estudiada en cancer debido a que se encuentra alterada (Liu,
Umezu-Goto, et al. 2009; Wang et al. 2016; Xu et al. 2019). Por ejemplo, se ha
encontrado una alta expresion de LPAR1 en pacientes de cancer de mama
basal, la cual se ha asociado a un mal pronostico de la enfermedad (Sahay et
al. 2015). Ademas, el LPAR1 ha sido sefialado como modulador de la
transcripcion génica de diferentes genes en el contexto de cancer (Valdes-
Rives et al. 2021; Xu et al. 2019). Por otra parte, se ha detectado una
downregulacion de LPAR1 en cancer colon-rectal frente a una upregulacion de
LPAR2 (Shida et al. 2004), por lo que dependiendo del contexto, el LPA
interacta con una u otra isoforma de sus receptores. De hecho, en cancer de
ovario, se ha encontrado altos niveles de LPA en suero (Sedlakova et al. 2011),
por lo que en este tipo de cancer la produccion de este agonista se ve alterada
y se puede sugerir que las rutas de sefalizacion controladas por LPA estan

upreguladas en este tipo de cancer.

Por otra parte, el péptido AB ha sido relacionado con la supresion del
crecimiento tumoral. Distintos estudios han observado una menor probabilidad
de desarrollo de cancer en pacientes diagnosticados con EA, y también, una
menor probabilidad de desarrollo de EA en pacientes diagnosticados con
cancer (Driver et al. 2012; White et al. 2013; Catala-Lopez et al. 2014; Shi et al.
2015; Yarchoan et al. 2017; Frain et al. 2017). La revision realizada por
Brothers y colaboradores sugiere que el papel del AB se encuentra en la
intercepcidon de virus oncogénicos, debido a que no se ha esclarecido un papel

directo del péptido AB con la supresion del crecimiento tumoral (Brothers,
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Gosztyla, and Robinson 2018). Sin embargo, los siguientes estudios in vitro
indican lo contrario: el tratamiento a largo plazo en lineas tumorales humanas
(U87-L y MDA-MB231-L) y de raton (B16F-L) con medio enriquecido de
especies de AR inhibe la proliferacion celular (Zhao et al. 2009), y el tratamiento
con dimeros, trimeros y pentadecameros de APi42 en las lineas tumorales
humanas NB4, A549 y MCF-7 ha inhibido su crecimiento (Pavliukeviciene et al.
2019).

En estas circunstancias, la disminucion de la concentracion de péptido AB1-42 y
mantenimiento o aumento de la concentracién de agonista LPA, hace que este
desequilibrio desemboque o justifigue los procesos tumorales. Todas estas
evidencias nos hace hipotetizar que en situaciones dénde la balanza se
encuentra inclinada hacia el LPA, cuando se administra el péptido AB1-42 se
restablece el equilibrio por lo que el fenotipo patolégico se revierte (Dorandish
et al. 2021). Por lo tanto, ocurre una situacién equivalente a lo que hemos

descrito en esta tesis doctoral.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han dado a pie a las siguientes

conclusiones:

1. Los oligdmeros de ABi-42 activan al eje de sefalizacion Racl/PYGM a través

de la ITGB1 en astrocitos humanos inmortalizados.

2. Los astrocitos acumulan granulos de glucégeno en el nacleo, los cuales los
se degradan de forma masiva por mediacion de los oligdbmeros de APi142 a
través de la activacion especifica del eje Racl/PYGM. Este mecanismo se
conserva tanto en astrocitos humanos inmortalizados como en astrocitos

primarios de rata.

3. La PYGM no solo controla la degradaciéon de estos granulos sino que
controla también su acumulacion: en asusencia de expresion de esta hidrolasa

se exacerba la acumulacion del glucégeno.

4. EI glucogeno co-localiza en el nucleo de los astrocitos humanos
inmortalizados con la GTPasa Racl y la PYGM y esta co-localizacion se

dispara con el tratamiento con los oligobmeros de AB1-42.

5. Los oligdmeros de APi-42 no influyen en el metabolismo glicolitico de los
astrocitos humanos inmortalizados. Este metabolismo glicolitico es dependiente
de laPYGMy no de la PYGB ni de la PYGL.

6. Los oligobmeros de ABi-42 favorecen la O-GlcNAcilacion de proteinas en
astrocitos humanos inmortalizados. Entre ellas se encuentra la isoforma 1 del
receptor de LPA (LPAR1), el cual se O-GlcNAcila en las treoninas 43 y 47. Sin
embargo, estas treoninas no sufren una O-GIcNAcilacién cuando el LPAR1 se

activa por medio de su agonista LPA.

7. Los oligdmeros de AB1-a2implican al tandem Racl/PYGM vy la actividad OGT
en la generacion de ROS y en la sobreexpresion de GFAP y el aumento del
area celular en astrocitos humanos inmortalizados y en astrocitos primarios de

rata.

8. La sobreexpresion de GFAP y el aumento del area celular mediada por los
oligbmeros de ABi-42 requieren de la O-GlcNAcilacion del LPAR1 en las

treoninas 43 y 47 en astrocitos humanos inmortalizados.
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9. La movilizacion del glucégeno por parte de los astrocitos humanos
inmortalizados y de los astrocitos primarios de rata cambia segun el agonista.
El ABi-42 oligomérico induce a los 30 minutos de tratamiento un descenso
masivo de los granulos de glucégeno y a la hora de tratamiento una
acumulacion exacerbada. Mientras que, el LPA sélo induce a un descenso
controlado de los granulos de glucégeno y una recuperacion lenta hasta llegar

a los niveles basales.

10. El tratamiento combinado entre ABi-42 y LPA bloquea la degradacion del
glucogeno, la generacion de ROS, la sobreexpresion de GFAP, el incremento
del area celular y la migracion de los astrocitos. El equilibrio entre el AB1-42

oligoméricoy el LPA mantiene la homeostasis astrocitaria.

11. El andlisis de la acumulacién de granulos de glucégeno en tejido de
cerebro de ratdon muestra que los astrocitos de animales control de 18 meses
presentan granulos de glucogeno en el ndcleo, los cuales aumentan
significativamente en los ratones triple transgénicos (3xTg-AD) de la misma
edad.
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