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“Y una vez que la tormenta
termine no recordaras como lo
lograste, como sobreviviste.
Ni siquiera estaras seguro si la
tormenta ha terminado
realmente. Pero una cosa si es
segura. Cuando salgas de esa
tormenta no seras la misma
persona que entro en ella. De
eso se trata la tormenta.”

Kafka en la orilla
Haruki Murakami
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

A

AD: autosémica dominante
AG: aparato de Golgi

AMPK: AMP-activated protein
kinase

ANOVA: analysis of variance
AR: autosémica recesiva
AraC: citarabina

ATG: autophagy-related proteins
ATP: adenosin trifosfato

ATV: &rea tegmental ventral
a.u.: unidades arbitrarias

B

Baf.A1: Bafilomicina Al
BSA: seroalbimina bovina

C

cm: centimetro

CMA: chaperone-mediated
autophagy

CPu: nucleo caudado y putamen
CSPa: cysteine-string protein o
Ct: extremo carboxi terminal
CTE: cadena de transporte de
electrones

D

DE: diferencialmente expresados
DIV: dia in vitro

DMV: nucleo motor dorsal del
nervio vago

DNA: acido desoxirribonucleico
DRP1: dynamin-related protein 1

E

EP: enfermedad de Parkinson
ERK1/2: extracellular signal-
requlated kinase 1/2

F
FBS: suero bovino fetal

G

g: gramo

GABA: acido y-aminobutirico
GCasa: glucocerebrosidasa
GDAP1: ganglioside induced
differentiation associated protein 1
gDNA: acido desoxirribonucleico
gendmico

GFAP: glial fibrillary acidic protein
GP: globo palido

GPe: globo pélido externo

GPi: globo palido interno

GSEA: Gene Set Enrichment
Analysis

GTPasa: guanosina trifosfatasa

H

h: hora

HRP: horseradish peroxidase
HSC70: heat shock cognate protein
of 70kDa

|

IFN-y: interferén y

IL: interleuquina

IU: unidades internacionales

J
INK: c-Jun N-terminal kinase
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K

kDa: kilodalton
kg: kilogramo
L

LAMPT: lysosome-associated
membrane protein 1

LAMP2A: lysosome-associated
membrane protein 2A

LC: locus coeruleus

LC3: microtubule-associated
protein 1A/1B-light chain 3

LRRK2: Leucine-rich repeat kinase 2

M

M: molar

MAM: membranas asociadas a
mitocondrias

MAPK: MAP kinases

MCS: sitios de contacto de
membranas

mg: miligramo

mL: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina

mRNA: acido ribonucleico
mensajero

MSN: neuronas espinosas
medianas

MSN D1: neuronas espinosas
medianas con receptores de
dopamina D1

MSN D2: neuronas espinosas
medianas con receptores de
dopamina D2

MTDR: MitoTracker Deep Red
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mTOR: mechanistic target of
rapamycin

mTORCI: complejo de mTOR
MVB: multivesicular body

N

NAC: componente no amiloide
NF-kB: nuclear factor kB

Nng: nanogramo

nm: nandémetro

nM: nanomolar

NST: nucleo subtalamico

Nt: extremo amino terminal

)

OCT: optimal cutting temperature
OXPHOS: fosforilacion oxidativa

P

PB: tampon fosfato

PBS: tampon fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de
polimerasa

PE: fosfatidiletanolamina

PFA: paraformaldehido

PI3KC3: complejo de fosfoinositol
3-quinasa de clase Il

PI3P: inositol trifosfato

PINK1: PTEN-induced putative
kinase T

PLA: ensayo de ligacion por
proximidad

PTPIP51: protein tyrosine
phosphatase-interacting protein 51

Q

gPCR: PCR cuantitativa



R

RE: reticulo endoplasméatico

RNA: &cido ribonucleico

RNc: nucleo caudal del rafe

RNr: nucleo rostral del rafe

ROIs: regiones de interés

ROS: especies reactivas de oxigeno
rpm: revoluciones por minuto

S
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1. ENFERMEDAD DE PARKINSON

11. Paralysis agitans: aspectos histéricos de la enfermedad de

Parkinson

The first symptoms are a slight sense of weakness, with a proneness to trembling
in some particular part; sometimes in the head, but most commonly in one of the
hands and arms [...].

But as the malady proceeds [..] the propensity to lean forward becomes
invincible, and the patient is thereby forced to step on the toes and fore part of
the feet, whilst the upper part of the body is thrown so far forward as to render it
difficult to avoid falling on the face. [..] In some cases it is found necessary
entirely to substitute running for walking; since otherwise the patient, on

proceeding only a very few paces, would inevitably fall.

An Essay on the Shaking Palsy

James Parkinson, 1817

En junio del afio 1817 James Parkinson publicd An Essay on the Shaking Palsy
(Un Ensayo sobre la Paralisis Agitante), donde recogia sus observaciones sobre
un grupo de pacientes que mostraban temblores en reposo, lentitud o
ausencia de movimientos (bradicinesia o acinesia) e, incluso, dificultades para
andar (Parkinson, 1817). Aunque estas fueron las primeras observaciones de la
entonces llamada paralysis agitans, no fue renombrada como enfermedad de
Parkinson (EP) y descrita en profundidad hasta 50 afios después, cuando
William Rutherford Sanders y Jean-Martin Charcot acufiaron el término vy
establecieron la base clinica de la enfermedad (Sanders, 1865; Charcot, 1875;

Goedert and Compston, 2018).
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A finales del siglo XIX, sin embargo, la patologia subyacente era todavia
completamente desconocida. En 1893 se sefiald por primera vez a la
substantia nigra pars compacta (SNc) como region cerebral afectada en la EP,
cuando Paul Blocg y Georges Marinesco detectaron, en un paciente con
temblores en reposo en su lado izquierdo, un granuloma en el pedinculo
cerebral derecho, el cual estaria afectando a la SNc (Blocq and Marinesco,
1893). La importancia de esta region llegd 20 afios después, cuando
Konstantin Trétiakoff publicd sus observaciones, en las cuales la SNc de los
pacientes de EP mostraba una despigmentacion macroscopica como
consecuencia de la pérdida de neuronas dopaminérgicas que contienen
neuromelanina, el pigmento que aporta la coloracion oscura a esta region
(Trétiakoff, 1919). Esta serfa la primera descripcion de los cambios
neuropatoldgicos en la SNc de pacientes con EP. Otra de las caracteristicas
neuropatologicas clave se habfa descrito tan solo unos afios antes por
Friedrich Heinrich Lewy, que reportd unos acumulos proteinicos en las
neuronas (Lewy, 1913), los cuales se renombraron como cuerpos de Lewy por
Gonzalo Rodriguez Lafora (Lafora, 1913) y el propio Trétiakoff, que los habia

detectado en la SNc de los pacientes.

Otros hitos en la historia de la EP fueron el descubrimiento de la dopamina
como neurotransmisor, que hasta ese momento era considerada un precursor
de la adrenalina y la noradrenalina, y el descubrimiento de la via nigroestriada
durante la segunda mitad del siglo XX. Primero se detectd la presencia de
dopamina en el cerebro de vertebrados, siendo el estriado la region de mayor
concentracion (Montagu, 1957; Carlsson et al., 1958) y, ademas, se le asigné
por primera vez un papel funcional a este neurotransmisor: el control motor
(Carlsson et al., 1957). El descubrimiento de la via nigroestriada se posibilitd

gracias a una serie de experimentos de lesion, que relacionaron
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anatémicamente al estriado dorsal con la SNc (Dahlstroem and Fuxe, 1964;
Anden et al, 1965). Estos estudios permitieron determinar que el estriado
dorsal contenia los terminales de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, y
dieron paso a la aparicion del modelo de las vias directa e indirecta del

movimiento tal y como lo conocemos hoy (pagina 12).

El siguiente gran avance en la neuropatologia de la EP tuvo relacion con la
serendipia, cuando se puso por primera vez el foco en la mitocondria como
organulo clave en esta patologia. En 1983, Langston y colaboradores
observaron un grupo de heroindmanos que habia desarrollado una serie de
sintomas practicamente indistinguibles de la EP, tras inyectarse un
contaminante en el procesado de heroina sintética, la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina  (MPTP) (Langston et al, 1983). Estudios posteriores
determinaron que era un metabolito derivado, el MPP", el que se acumulaba
en la matriz mitocondrial inhibiendo el complejo | de la cadena de transporte
de electrones (CTE), inhibicién que también fue observada en la SNc de
pacientes con EP (Schapira et al,, 1990). El descubrimiento del mecanismo de
accion del MPTP supuso un antes y un después en la investigacion en EP, ya
que abrio la puerta al establecimiento de modelos neurotoxicos que han

trascendido hasta nuestros dias.

Los esfuerzos en los afios posteriores se centraron en determinar el origen y
las causas de la EP, descubriéndose varios de los genes implicados y factores
de riesgo maés importantes en la etiologia de esta enfermedad. Los casos de
EP  monogénicos, aunque minoritarios, permitieron el avance en la

comprension de las causas subyacentes a la neurodegeneracion en la EP

(pagina 9).
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Desde aquel primer ensayo de James Parkinson han pasado mas de dos siglos
de investigacion en esta enfermedad, que se ha erigido como la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas comun, solamente por detrds de la
enfermedad de Alzheimer (mas informacion en las revisiones de Przedborski,
2017; Del Rey et al., 2018, con motivo del bicentenario de Un Ensayo sobre la

Paralisis Agitante).

1.2. Epidemiologia, sintomas y neuropatologia
La EP es una enfermedad neurodegenerativa, cronica y de avance lento que
afecta a méas de 6 millones de personas en todo el mundo (GBD 2016
Parkinson’s Disease Collaborators, 2018). De hecho se estima que, en 2040, se
alcancen los 13 millones de afectados globalmente (Dorsey and Bloem, 2018).
Aunqgue la EP de inicio temprano (<40 afios) es infrecuente, un 25 % de los
individuos afectados es menor de 65 afios, y alrededor de un 10 % de
pacientes son menores de 50 afios (Bloem et al., 2021). Entre los 60 y los 90
afos su incidencia se multiplica de 5 a 10 veces, lo que la convierte en el

trastorno de movimiento mas comun (Poewe et al., 2017).

Las caracteristicas clave en la EP incluyen la muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la SN¢, una porcion del mesencéfalo implicada en el
control del movimiento (pagina 12). Como consecuencia de ello los pacientes
muestran los sintomas motores més caracteristicos de la EP, como son el
temblor en reposo, la rigidez y la bradicinesia, cuya aparicion va ligada al
diagndstico de la enfermedad. No obstante, estos sintomas estan precedidos
por otros de tipo no motor que incluyen trastornos en la conducta del suefio,
pérdida de la capacidad olfativa, problemas digestivos como estrefiimiento e,
incluso, depresion y ansiedad. En fases mas avanzadas de la EP los sintomas

motores se complican y aparecen la inestabilidad postural, la dificultad para



introduccion

andar y la disfagia, pero también pueden aparecer sintomas psicéticos, como
alucinaciones o demencia (Kalia and Lang, 2015; Poewe et al., 2017). Aunque
estos son los sintomas mas tipicos cabe remarcar que la EP no constituye una
entidad Unica, sino que cada paciente manifiesta sintomas y patrones de
progresion muy variables incluso bajo el mismo desencadenante; de modo
inverso, distintas causas pueden generar clinicas similares, a las que nos
referimos como sindromes parkinsonianos o parkinsonismos (Bloem et al.,

2021).

Como se ha nombrado anteriormente, otra de las claves neuropatoldgicas de
la EP es la presencia de inclusiones intracelulares en las neuronas que
sobreviven, los llamados cuerpos de Lewy, unos agregados esféricos y muy
eosinofilicos (indicador de estructuras basicas) en cortes histolégicos tefiidos
con hematoxilina-eosina (Fares et al., 2021). Estos agregados se detectaron en
regiones clave de la EP y, en 1997, se determind que el principal componente
de los cuerpos de Lewy era la proteina o-sinucleina (aSyn) (Spillantini et al,
1997, 1998). Estas observaciones llevaron a que, en 2003, Braak postulara su
hipotesis de transmision de aSyn en pacientes con EP esporadico. Segun esta
hipotesis, la acumulacion y transmision de aSyn se desencadenaria, tras la
infeccion de un agente patdgeno, desde el intestino o bulbo olfatorio y
avanzarfa hasta alcanzar el sistema nervioso central, a través de neuronas
conectadas sinapticamente (Braak et al., 2003). Esta transmision secuencial de
cuerpos de Lewy se correlacionarfa con la aparicion de los distintos sintomas,
habiendo seis estadios que explicarian la progresion de la enfermedad (Figura
1). Congruente con este modelo de transmision, aSyn se encontro, tras
décadas, en cuerpos de Lewy de neuronas trasplantadas en pacientes con EP
(Kordower et al, 2008; Li et al, 2008), lo cual llevd a atribuir a aSyn un

comportamiento de propagacion prionica (Olanow and Prusiner, 2009). Un
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estudio reciente abordo la cuestion del inicio de la transmision patoldgica de
aSyn, e identificd dos tipos de EP en base al patron de progresion de la
enfermedad. En el llamado tipo body-first la disfuncion comienza a nivel
intestinal, en linea con la hipdtesis de Braak; en el brain-first, en cambio, la
disfuncion comienza a nivel cerebral, en la via nigroestriada, y termina

afectando al sistema nervioso periférico autbnomo (Horsager et al., 2020).

Bradicinesia
Rigidez
Temblor en reposo

Bulbo olfatorio
Pérdida de capacidad
olfativa

Nucleos del Rafe Locus coeruleus

) o . Apatfa, ansiedad,
Hipotensién ortostatica fatiga

Presion arterial variable

Disritmias cardiacas [P
i 3, Nervio vago

Disfuncién gastrointestinal

Alteraciones del suefio REM

Nucleos del Rafe
Depresion

Estadios 1 y 2 de Braak (prodrémicos)
Estadios 3 y 4 de Braak
Estadios 5 y 6 de Braak

Figura 1. Correlacién de sintomas y neuropatologia de la EP segin el modelo de Braak. El modelo
propone que la transmisién se desencadene en el bulbo offatorio o en el nervio vago (indicados
en amarillo). Aparecen coloreados los érganos donde se han reportado acimulos de aSyn y por
donde podria avanzar la transmision procedente del intestino por el nervio vago. El avance de la
patologfa con cuerpos de Lewy se muestra en distintas tonalidades de violeta, correspondientes a
los estadios del modelo de Braak. En recuadros coloreados por estadios se muestran algunos de
los sintomas mas comunes, junto a sus sustratos anatomicos. En circulos aparecen regiones con
pérdida neuronal en el sistema nervioso central. DMV: nlcleo motor dorsal del nervio vago; LC:
locus coeruleus; RNc: nucleo caudal del rafe; RNr: nlcleo rostral del rafe; SNc: substantia nigra
pars compacta. Imagen creada con BioRender.

Aunqgue el modelo de Braak todavia genera controversias al no cumplirse en

todos los casos, sentd los precedentes para los posteriores estudios sobre la

8
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transmision  célula-célula de oSyn, ademéas de proponer una serie de
caracteristicas compartidas por las neuronas afectadas que les conferirian una
vulnerabilidad selectiva, como tener axones de gran tamafio no mielinizados,
un cierto patrén de actividad neuronal o elevados niveles de estrés oxidativo.
Este serfa el caso de poblaciones neuronales como las neuronas del locus
coeruleus, del nucleo motor dorsal del nervio vago, de los nucleos del rafe o
las  neuronas colinérgicas del nucleo pedunculopontino, todas ellas

poblaciones neuronales afectadas en la EP (Surmeier et al.,, 2017).

1.3. Etiologia

1.3.1.  Factores genéticos
La EP es una enfermedad mayoritariamente esporadica, es decir, de aparicion
espontanea sin una causa genética conocida. Sin embargo, entre el 5 % y 10
% de los casos son familiares y han permitido identificar genes clave para
comprender la fisiopatologia subyacente en los Ultimos 20 afios (Poewe et al.,
2017). Se han identificado mas de 20 loci y 19 genes causantes de EP, aunque
los genes asociados a ciertos loci PARK no han sido identificados todavia. Por
otro lado, algunos de los genes considerados como causantes de EP (UCHLT,
GIGYF2, EIFAGT, HTRAZ, TMEMZ230, DNAJC13 y CHCHD?) estan aun en debate
por la novedad o falta de reproducibilidad del estudio que los identificd como

tal (Del Rey et al., 2018; Blauwendraat et al., 2020) (Tabla 1).

Aunque la EP familiar suele resultar en formas de aparicion mas temprana y
de progresion mas rapida en comparacion a la EP esporéadica, se ha visto que
existe un solapamiento a nivel genético entre ambas. De hecho, algunas de las
variantes asociadas a formas familiares de EP se han encontrado en pacientes
con EP esporadica, siendo este el caso de ciertas variantes en el gen SNCA,

que codifica la proteina oSyn y es la primera causa descrita de formas
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familiares, y el gen LRRK2, que constituye la causa genética que explica mayor

numero de casos (Redensek et al., 2017).

Tabla 1. Principales determinantes genéticos de la EP.

PARK1/4

PARK2

PARKG

PARK7

PARKS

PARKS

PARK14

PARK15

PARK17

PARK19

PARK20

PARK23

SNCA

PRKN

PINKT

DJ-1

LRRK2

ATPI13A2

PLAZGE

FBXO7

VP535

DNAICE

SYNIT

VPSI13C

GBA

POLG

AD, Riesgo

AR

AR

AR

AD,

Riesgo

AR

AR

AR

AD

AR

AR

AR

AD, Riesgo*

AD

Temprano

Temprano

Temprano

Temprano

Tardio

Temprano

Temprano

Temprano

Tardio

Temprano

Temprano

Temprano

Temprano

a-sinucleina: regulacién de vesiculas y liberacién de
49213-q22 neuratransmisores
Parkina: ubiquitina-ligasa E3 implicada en control

6025.2-927 de calidad y recambio de mitocondrias por
mitofagia

PINK1: control de calidad y recambio de

1p36.12 mitocondrias por mitofagia

DJ-1: cisteina proteasa, chaperona, proteccién ante

1p36.23 estrés oxidativo y control de calidad mitocondrial

LRRK2: trafico vesicular intracelular, autofagiay
12g12 homeostasis de organulos (aparato de Golgi,

endosomas y lisosomas)

ATP13A2: ATPasa lisosomal implicada en autofagia

Tp36 y homeostasis de cationes
PLA2GE: fosfolipasa relacionada con homeostasis
24131 de membrana, homeostasis mitocondrial y
metabolismo de &cidos grasos
FBXO7: subunidad de complejo ubiquitina-ligasa
22q123 E3 implicada en mitofagia, regulacién mitocondrial
y control de proteasoma
VPS35: componente del complejo de proteinas del
16g12 retrémero con implicaciones en funcién autofagica
y lisasomal
DNAJCE: co-chaperona necesaria para el
1p31.3 desensamblaje de vesiculas recubiertas de clatrina
Sinaptojanina-1: inositol-fosfatasaimplicada en
21221 endocitosis de vesiculas sinapticas y trafico de
endosomas
VPS13C: homeostasis mitocondrial, mitofagia y
15q22.2 i ) L
autofagia de reticulo endoplasmico
1922 Glucocerebrosidasa: enzima lisosomal
1526.1 Polimerasa de ADN mitocondrial gamma

AD: herencia autosomica dominante; AR: herencia autosémica recesiva. *Penetrancia incompleta
(informacién extraida de Hunn et al,, 2015; Del Rey et al., 2018; Blauwendraat et al., 2020).

10
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Asi pues, mas que de EP monogénica o familiar y esporadica, hablarfamos de
una enfermedad con multiples contribuyentes genéticos, de forma que existen
por un lado variantes infrecuentes de alta penetrancia (causando lo que
llamariamos EP monogénica) y, por otro, factores genéticos que
incrementarfan el riesgo a desarrollar la enfermedad, sin ser necesarios o
suficientes por si solos para causarla. A estas contribuciones genéticas habria
que sumarles, ademas, los factores ambientales, que podrian desplazar la

balanza hacia padecer o no la EP (Blauwendraat et al., 2020).

Los genes causantes o determinantes de riesgo en la EP codifican proteinas
que participan en procesos celulares a priori muy dispares. Sin embargo,
podrfamos agrupar muchos de ellos en tres categorias celulares, que ponen
de manifiesto su relevancia en la enfermedad: (i) procesos de trafico de
membranas (via endosomal y/o dinamica vesicular presinaptica), (i) procesos
de degradacion y (i) homeostasis mitocondrial (Smolders and Van

Broeckhoven, 2020) (Tabla 1).

1.3.2.  Factores ambientales
El principal factor de riesgo para la EP es la edad, aunque existen otros
factores que juegan un papel en su etiologia. El hecho de que exista un mayor
nimero de hombres afectados que de mujeres sugiere que puede haber
algun tipo de influencia hormonal en la predisposicion a la EP. A raiz de ello,
las mujeres estan infrarrepresentadas en los ensayos clinicos a pesar de sufrir
més discinesias y fluctuaciones motoras. Los ambientes rurales, debido a la
exposicion incrementada a herbicidas y pesticidas, han demostrado en
estudios epidemioldgicos producir un mayor riesgo de EP, asi como la dieta,

las infecciones virales o la exposicién a metales pesados (Bloem et al., 2021).
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Por otro lado, entre los factores que reducen el riesgo de padecer EP se
encuentran el consumo de tabaco y café, el uso de farmacos antiinflamatorios
y la actividad fisica, aunque no esta del todo claro si estas asociaciones son
causales o estan relacionadas con otros factores como los niveles de

dopamina (Kalia and Lang, 2015; Bloem et al., 2021).

1.4. Control del movimiento

1.4.1.  El circuito motor de los ganglios basales
Los sintomas motores mas caracteristicos de la EP tienen su origen en una
disfuncion del circuito encargado del control del movimiento en el cerebro.
Este circuito esta formado por los ganglios basales, un conjunto de estructuras
subcorticales interconectadas que engloban al estriado y al globo palido
interno (GPi) y externo (GPe), aunque actualmente pueden referirse también a
los nucleos relacionados: el nucleo subtaldamico, la SNc vy la substantia nigra
pars reticulata (SNr) (Figura 2). Asociados originariamente con el control
motor, hoy se sabe que estos ganglios pueden subdividirse en dominios
implicados en tres circuitos paralelos: el circuito motor, el circuito asociativo

(cognitivo) y el circuito limbico (emocional) (Obeso et al., 2014).

Cerebro de ratén Cerebro humano
(sagital) (coronal)
= ‘1» [ Corteza
Corteza \ )( B
1

Nucleo

~pcaudado
J[J—— Estriado

- = dorsal
) % fé&*%.

( Putamen |

Figura 2. Localizacién de los ganglios basales en el cerebro murino y humano. CPu: nicleo
caudado y putamen; GP: globo palido; GPe: globo palido externo; GPi: globo palido interno; NST:
nucleo subtaldmico; SNc: substantia nigra pars compacta. Imagen creada con BioRender.
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El modelo clasico del circuito motor de los ganglios basales se describié a
finales de 1980 y principios de 1990, y contribuy® en gran medida a la
comprension del papel de la dopamina en el control motor. Este modelo
subdivide al circuito motor en las vias directa e indirecta del movimiento
(McGregor and Nelson, 2019) (Figura 3A):

o En la via directa, las neuronas dopaminérgicas de la SNc proyectan
sus axones al estriado dorsal, donde hacen sinapsis con las llamadas
neuronas espinosas medianas (MSN) que expresan receptores de
dopamina D1 (MSNp1). La activacion de estas neuronas hace que el
GPi reduzca su inhibicion sobre el tadlamo, que de este modo podra
activar a la corteza y promover el movimiento.

o Enlavia indirecta, las neuronas dopaminérgicas de la SNc proyectan
sus axones al estriado dorsal, pero en este caso hacen sinapsis con las
MSN con receptores de dopamina D2 (MSNpz). La via indirecta
generaria una activacion de los ganglios basales, a través del GPe y el
nucleo subtalamico, que termina inhibiendo al talamo y suprimiendo
el movimiento. Sin embargo, a diferencia de la via directa, la
dopamina tendria un efecto inhibidor sobre las MSNp2, de forma que
se inactivaria la via indirecta y se activarfa la directa, con un resultado

neto de promociéon del movimiento.

En pacientes con EP los sintomas motores aparecen cuando se alcanza un
umbral, en el cual hay una pérdida del 80 % de axones dopaminérgicos en el
estriado y del 50 % de somas dopaminérgicos en la SNc (Kurowska et al,
2016). En estos pacientes la via directa del movimiento se hipoactiva, mientras
que la indirecta esta hiperactivada. En esta situacion, el GPe se encuentra

sobreinhibido, mientras el nucleo subtalamico y el GPi se sobreactivan

13



introduccion

causando una inhibicion talamocortical y, en Ultima instancia, del movimiento
(Obeso et al., 2014) (Figura 3B).

A

Cerebro sano

CORTEZA MOTORA

Via indirecta

Via directa Estriado dorsal (CPu)

MSN D1 MSN D2

Nucleo
subtalamico

Enfermedad de Parkinson

______ > CORTEZA MOTORA

Via indirecta

Via directa

Estriado dorsal (CPu)
MSN D1 MSN D2

Talamo

<— Inhibicién
<«— Activacién

= \Mayor efecto
=== Menor efecto

Nucleo
subtalamico

Figura 3. Esquema simplificado de las vias directa e indirecta del movimiento en un cerebro sano
(A) y en un cerebro con EP (B). El funcionamiento correcto de las vias directa e indirecta en una
persona sana permite el equilibrio entre ambas y un control fino del movimiento, para posibilitar
los movimientos voluntarios e impedir los involuntarios. En la EP, la muerte de neuronas en la
substantia nigra altera ambas vias, al perderse la entrada dopaminérgica necesaria para la
regulacion de las neuronas espinosas medianas del estriado. Esto causa una serie de cambios en
los circuitos de estas vias que resultan en una inhibicion neta del movimiento, impidiendo que los
pacientes puedan iniciar movimientos a voluntad. CPu: nicleo caudado y putamen; GPe: globo
palido externo; GPi: globo palido interno; MSN D1: neuronas espinosas medianas con receptores
de dopamina D1; MSN D2: neuronas espinosas medianas con receptores de dopamina D2; SNc:
substantia nigra pars compacta.
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142 La via nigroestriada
Aunque en este apartado nos centraremos en la via nigroestriada, las
proyecciones de las neuronas dopaminérgicas conforman cuatro rutas
importantes en el sistema nervioso y endocrino: la ruta mesocortical, la ruta
mesolimbica, la ruta tuberoinfundibular y la ruta nigroestriada. Las dos
primeras, que se originan en las neuronas dopaminérgicas del area tegmental
ventral (ATV), estan implicadas en el control ejecutivo y el sistema de
recompensa respectivamente. La ruta tuberoinfundibular, en cambio, se
origina en el nucleo arcuato del hipotalamo y controla la liberacion de

prolactina desde la neurohipdfisis.

La via nigroestriada constituye el primer paso hacia las vias directa e indirecta
del movimiento. Estd compuesta por las neuronas dopaminérgicas cuyo
cuerpo neuronal o soma, en la SN¢, proyecta sus axones al estriado.
Detallaremos, a continuacion, algunas de las singularidades de las regiones

cerebrales unidas por dicha ruta por su relevancia en esta tesis:

La substantia nigra pars compacta:

La SNc es una region del mesencéfalo ventral (vM) facilmente identificable en
el cerebro humano, ya que las neuronas dopaminérgicas que la componen
contienen neuromelanina, un pigmento precursor de la dopamina. Este
pigmento aporta a la regién una coloracion oscura caracteristica por la cual
recibe su nombre, aunque, curiosamente, los roedores carecen de dicho
pigmento en su SNc¢, lo que ha suscitado distintas investigaciones

fisiopatoldgicas al respecto (Vila, 2019).

En el vM existen tres grupos de neuronas dopaminérgicas funcional vy

anatomicamente distinguibles: los grupos A8, A9 y A10. Las neuronas del
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grupo A9 son las que dan lugar a la SNc y constituyen la via nigroestriada,
mientras que las A10 se encuentran en el ATV y las A8 en el campo retrorubral
(Arenas et al,, 2015). Las neuronas dopaminérgicas de la SNc tienen una serie
de caracteristicas que las pueden hacer méas susceptibles que otras
poblaciones neuronales a priori similares, como las neuronas dopaminérgicas
del ATV, las cuales resultan relativamente indemnes (Figura 4). Las neuronas
dopaminérgicas de la SNc presentan una actividad de tipo marcapasos muy
caracteristica responsable del tono dopaminérgico, que consiste en disparos
tonicos interrumpidos por disparos de actividad desencadenados en respuesta
a estimulos. Este nivel de actividad genera una gran demanda energética en
estas neuronas, con los elevados niveles de estrés oxidativo que ello conlleva
(Guzman et al,, 2009, 2010). Ademas, generan grandes fluctuaciones de calcio
con una capacidad relativamente baja de tamponar este ion, a diferencia de
las neuronas del ATV, lo que puede desencadenar programas de muerte
celular, como la apoptosis (Surmeier et al,, 2017). A nivel de sistema nervioso
central constituyen una poblacién neuronal con axones especialmente largos,
no mielinizados y, sobre todo, muy arborizados (Alegre-Abarrategui et al,
2019; Gonzalez-Rodriguez et al., 2020). En primates se estima que una sola
neurona dopaminérgica puede establecer hasta un millén de sinapsis y, en
rata, entre 100.000 y 250.000 (Bolam and Pissadaki, 2012; Lanciego et al.,
2012).

El estriado:
El estriado constituye la estructura subcortical mas grande del cerebro
humano. Esta compuesto por dos tipos de neuronas: las neuronas de
proyeccion y las interneuronas. Las neuronas de proyeccion, las MSN,

constituyen la gran mayorfa de la poblacion neuronal estriatal (90 %) y se
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caracterizan por la presencia de espinas dendriticas, unas estructuras

postsinapticas especializadas.

Edad
Mutaciones en genes PARK

Neurotoxinas

Factores celulares intrinsecos' Factores celulares extrinsecos

Actividad

marcapasos Fallo de
w proteostasis
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no tamponables

Apertura de canale
Ca,1 sostenida

?Estrés oxidativo Agregados de
mitocondrial asyn
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proteostasis . Lewy
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Figura 4. Factores intrinsecos y extrinsecos que pueden determinar la vulnerabilidad selectiva de
las neuronas dopaminérgicas de la SNc en la EP. Entre los factores intrinsecos (verde) podemos
encontrar el tipo de actividad de estas neuronas, necesario para el tono dopaminérgico, que
conlleva grandes oscilaciones de Ca?*, una elevada demanda energética, oxidacion de dopamina,
estrés oxidativo y una mayor necesidad de eliminacién de mitocondrias dafiadas. También se
plantea que las poblaciones vulnerables tengan basalmente mayores niveles de aSyn que las
neuronas no afectadas. Si a estos factores les sumamos otros extrinsecos (amarillo), como los
agregados de aSyn por mutaciones o multiplicaciones del gen, sobrecargamos los procesos
anteriores y podemos llegar a la muerte neuronal. Lineas sdlidas: nexos establecidos. Lineas
punteadas: nexos que requieren mas investigacion. Imagen adaptada de Gonzélez-Rodriguez et
al., 2020.
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Todas las MSN inhiben a sus neuronas receptoras del globo palido, ya que
utilizan acido y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor (Lanciego et al,,
2012). Estas neuronas pueden subdividirse en funcion del tipo de receptor
dopaminérgico que expresan (D1 o D2) y proyectar al GPi o GPe como parte
de las vias directa e indirecta del movimiento respectivamente. Las MSNp1 y
MSNp2 también se caracterizan por la expresion diferencial de neuropéptidos,
ya que las primeras expresan sustancia P y dinorfina, mientras que las MSNp2
expresan encefalina (Surmeier et al,, 1998). Las interneuronas del estriado, por
su parte, también pueden clasificarse en base a caracteristicas neuroquimicas,
siendo las mas abundantes las interneuronas colinérgicas, también
denominadas interneuronas tonicamente activas por su patréon de actividad.
Otro tipo de interneuronas que son controladas por la entrada dopaminérgica
son las fast-spiking interneurons, interneuronas GABAérgicas que se
caracterizan por expresar parvalbumina, aunque recientemente se ha visto
que no constituyen un grupo homogéneo (Mufioz-Manchado et al., 2018).
Finalmente, existen dos tipos adicionales de interneuronas GABAérgicas, las

que expresan calretinina y las nitrérgicas (Lanciego et al., 2012).

El estriado consta de dos regiones funcionales principales: el estriado dorsal y
el estriado ventral. El estriado dorsal es la region que participa en el control
motor y se subdivide, a su vez, en los nlcleos caudado y putamen; la region
ventral, en cambio, contiene el nlcleo accumbens y participa en procesos del
sistema limbico. Desde un punto de vista inmunohistoquimico, el estriado
también puede subdividirse en dos regiones discretas: la matriz y los
estriosomas o “parches”. La matriz tiene una especial relevancia en las vias del
movimiento, puesto que contiene las MSN que inervan al GPi y GPe, y es

donde se reciben las aferencias de la SNc (Lanciego et al,, 2012).
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2. 0-SINUCLEINA

2.1. a-Sinucleina, enfermedad de Parkinson y otras sinucleinopatias
El gen SNCA, localizado en el brazo largo del cromosoma 4 (4g22.1), codifica
la protefina aSyn. Esta proteina esta regulada durante el desarrollo v, si bien la
expresion de su mRNA alcanza su méaximo en las primeras semanas
postnatales en roedores y luego decrece, los niveles proteinicos se mantienen
elevados durante toda la vida adulta (Petersen et al., 1999). Tanto en roedores
como en humanos se localiza en el terminal presindptico en las primeras
semanas de vida (Bayer et al., 1999; Petersen et al., 1999) pero, curiosamente,
es de las Ultimas proteinas en alcanzar este terminal, por lo que no serfa
necesaria para su correcto desarrollo temprano (Withers et al, 1997). Las
funciones que se le atribuyen (pagina 28) y su presencia exclusiva en
vertebrados indican que es necesaria para funciones complejas, aungue no

esenciales, de los terminales presinapticos (Burré, 2015).

La proteina aSyn fue descubierta en neuronas colinérgicas de Torpedo
californica, localizada principalmente en terminales sindpticos y parcialmente
en el nucleo, de ahi su nombre (Maroteaux et al, 1988). Se trata de una
proteina de 140 aminoacidos enriquecida en regiones cerebrales como el
neocortex, el hipocampo, el bulbo olfatorio, el estriado, el talamo vy el cerebelo
(lwai et al,, 1995). También se expresa, aunque en menor medida, en otros
tejidos, como intestino o corazon, y en eritrocitos (Alegre-Abarrategui et al,
2019). A nivel cerebral, esta proteina es tan abundante que constituye el 1%
del total de proteinas citosdlicas (Stefanis, 2012) y se ha determinado que tiene
una expresion diferencial en distintos tipos de neuronas, lo cual podria jugar
un papel en la vulnerabilidad selectiva de la EP. Taguchi y colaboradores

observaron que, a nivel de soma, aSyn se encuentra muy enriquecida en tipos
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neuronales afectados en EP, como el nlcleo dorsal del nervio vago, el bulbo
olfatorio o la SN¢; sin embargo, a nivel sinaptico se expresa ampliamente en
sinapsis glutamatérgicas y, de forma minoritaria, en sinapsis GABAérgicas, con
excepcion de las MSN que si la expresan a nivel sinaptico quizas debido a su
naturaleza de proyeccion y a que, ademés de utilizar GABA, pueden utilizar
también ciertos neuropéeptidos como neurotransmisores (Taguchi et al., 2016,

2019).

El primer vinculo entre la proteina aSyn y la EP se establecié en 1997, cuando
Polymeropoulos 'y colaboradores publicaron la asociacion del cambio
aminoacidico A53T con esta enfermedad en una serie de casos familiares de
origen griego e italiano (Polymeropoulos et al., 1997). Se trataba de una EP
con una herencia autosdémica dominante de aparicidon temprana, mas
concretamente, en la cuarta década de la vida. Este hallazgo, que inicialmente
fue acogido con recelo ya que aSyn contiene una treonina en la posicion 53
en roedores, fue seguido por la identificacion de otras dos mutaciones como
causantes de EP autosdmica dominante: la A30P, identificada en familias
alemanas, y la E46K, identificada en familias espafiolas y asociada a un
fenotipo de demencia con cuerpos de Lewy (Krlger et al., 1998; Zarranz et al,,
2004). En otros estudios se identificaron distintas familias que albergaban
duplicaciones vy triplicaciones del gen SNCA (Singleton et al., 2003; Chartier-
Harlin et al., 2004; Ibafiez et al., 2004) con un efecto dosis-dependiente, ya
que la triplicacion resultaba en una aparicion mas temprana y peor progresion

(Fuchs et al., 2007).

A raiz del descubrimiento de Polymeropoulos et al. (1997), la investigacion en
EP dio un vuelco hacia la deteccion de la proteina aSyn en el cerebro de

pacientes, identificandose asi como el principal componente de los cuerpos de
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Lewy, que se localizaban tanto en el soma como en las neuritas de las
neuronas afectadas (denominandose cuerpos y neuritas de Lewy,
respectivamente). Estos acimulos, ademas, no se limitaban a pacientes con
mutaciones en el gen SNCA, sino que se encontraron también en pacientes
con EP idiopético, constituyendo de este modo el segundo gran hito que

vincularia aSyn con la EP (Spillantini et al., 1997, 1998; Baba et al., 1998).

Sin embargo, aSyn no solo se ha relacionado con la EP sino que también esta
implicada en patologias como la demencia con cuerpos de Lewy o la atrofia
multisistémica que conforman, junto con otras, un grupo de enfermedades
conocidas como sinucleinopatias. Estas patologfas tienen como nexo los
acumulos de aSyn, pero esta proteina tiene una distribucion especifica que
define a cada una de ellas. Asi por ejemplo, en el caso de la atrofia
multisistemica, las inclusiones de aSyn se ubican principalmente en la
oligodendroglia, mientras que en la EP la encontramos en forma de cuerpos y
neuritas de Lewy en determinadas poblaciones neuronales (Auluck et al,

2010).

2.2. Estructura y conformaciones
aSyn forma parte de la familia de las sinucleinas, a la que también pertenecen
B-sinucleina (BSyn) y y-sinucleina (ySyn) (Lavedan, 1998). BSyn llega a
compartir un 90 % de la secuencia amino o N-terminal (incluyendo dominio
central) con aSyn, y un 33 % de la secuencia carboxilo o C-terminal; ySyn, en
cambio, es mas divergente, ya que comparte un 78 % y un 6 % de estas
secuencias respectivamente (Auluck et al., 2010). Las tres sinucleinas son muy
abundantes en el cerebro y se caracterizan por tener siete repeticiones
imperfectas de 11 aminoacidos (conteniendo la secuencia consenso KTKEGV)

conservadas y presentes exclusivamente en mamiferos. Esta secuencia se
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encuentra repetida en su dominio amino terminal y puede adquirir una

estructura helicoidal (Bendor et al.,, 2013).

aSyn se encuentra desplegada en su forma nativa y monomérica. Su

estructura, sin embargo, explica las conformaciones que puede llegar a

adquirir en distintas condiciones (Figura 5):

Gen SNCA

- - -
Exones 1a1b 2 3 4 56
mMRNA
5 3
Proteina aSyn
W KTKEGY
Dominio anfipatico Dominio hidrofébico Dominio de union a Ca?*
Nt I\lA I Cola écida Ct
1 61 95 J) 140
A30P E46K A53T 5129
H50Q G51D
\ J
!
Capacidad de union a Capacidad de
membranas agregacion

Figura 5. Estructura del gen SNCA, su mRNA y la protefna aSyn. Se muestran distintos colores
correspondientes a los dominios proteinicos finales: dominio anfipatico (rosa), nucleo central
hidrofébico (amarillo) y cola &cida (gris). EI gen y el mRNA tienen marcados los exones, que estan
coloreados segun el dominio proteinico del que formaran parte. En la proteina se indican las
repeticiones KTKEGV (morado), las principales mutaciones (o) y la fosforilacion en el residuo de
serina de la posicion 129 (=), una de las modificaciones postraduccionales més relevantes.
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La parte amino terminal (residuos 1-60) es la que confiere a la
proteina su capacidad de union a membranas, que adopta para ello
una estructura de hélice o y posibilita la interacciéon con lipidos a
través de las lisinas opuestas de la hélice (Davidson et al, 1998;

Bendor et al., 2013).

El nicleo central hidrofobico (residuos 61-95) o componente no
amiloide (NAC), designacion que se le dio a raiz de que se encontrara
junto al B-amiloide en las placas seniles, caracteristicas de la
enfermedad de Alzheimer (Uéda et al, 1993). Este dominio difiere
entre aSyn vy BSyn, albergando la primera una secuencia de 12
aminoacidos (residuos 71-82) altamente hidrofébicos que le permite
adquirir una estructura de hojas By, por tanto, la capacidad de

agregacion (Giasson et al., 20071).

El extremo carboxilo (residuos 96-140) contiene residuos cargados
negativamente y tiende a no adquirir estructura definida. Se ha
propuesto que esta region actla como dominio de interaccion de
aSyn con otras proteinas y de modulacion de la interaccion con
vesiculas sinapticas, a través de su union a calcio (Eliezer et al,, 2007;

Burré et al,, 2010; Lautenschlager et al., 2018a).

Las principales mutaciones que se han asociado a casos de EP familiar (A30P,

E46K y A53T) afectan al dominio anfipatico de unién a membranas, aunque el

impacto de cada una de ellas sobre la protefna es distinto (Auluck et al., 2010).

La mutacion A30P disminuye la interaccion con membranas, al quebrar la

primera hélice o (Yonetani et al., 2009), y estaria méas asociada a un fenotipo

de pérdida de funcion (Diao et al, 2013), a diferencia de las otras dos
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mutaciones importantes que promoverian la interaccion con membranas. La
mutacion E46K genera un cambio de carga en el aminoacido que aumenta la
afinidad por fosfolipidos y a ello afiade, ademas, la exposicion de zonas
hidrofobicas promoviendo interacciones con otras moléculas de aSyn vy, por
tanto, la agregacion (Perlmutter et al, 2009; Rospigliosi et al, 2009).
Finalmente, la mutacidon A53T expande el nucleo hidrofébico, al interrumpir
una estructura helicoidal y promover la adquisicion de una estructura en hojas
B, confiriendo asi una ganancia de funcion tdxica a la proteina (Giasson et al.,

1999; Biere et al., 2000).

asSyn (H. sapiens) aSyn (M. musculus)
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Figura 6. Estructura tridimensional de la protefna aSyn en humano y ratén. La proteina aSyn
murina y humana solo difieren en siete residuos. Los dominios anfipatico e hidrofébico pueden
adquirir una estructura en hélice alfa, mientras que el dominio carboxi-terminal carece de
estructura definida. Nt: extremo amino-terminal; Ct: extremo carboxi-terminal. Imagenes extraidas
de AlphafFold Protein Structure Database.

aSyn también esta sujeta a diversas modificaciones postraduccionales que son
relevantes a nivel fisiopatolégico. Esta proteina puede sufrir fosforilacion,
oxidacion, nitrosilacion, glicacion o glucosilacion, pero la principal modificacion
postraduccional de aSyn es la fosforilacion en el residuo S129. Esta

fosforilacién constituye menos del 4 % de la aSyn en condiciones fisioldgicas,
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sin embargo, en los cuerpos de Lewy, dicha modificacion constituye el 90 %
de aSyn presente en estos acimulos. La oxidacion también se relaciona con la
oligomerizacion de la proteina, lo cual adquiere mayor importancia en caso de
oxidacion de la dopamina y de estrés oxidativo, eventos implicados

reiteradamente en la fisiopatologia de la EP (Stefanis, 2012).

Ante lipidos y membranas la proteina adopta una estructura en hélices o
gracias a su dominio N-terminal (Figura 6), lo que favorece su afinidad por las
superficies fosfolipidicas (Bendor et al., 2013). Aunque aSyn tiene preferencia
por membranas curvadas, propias de vesiculas de tamafio reducido (Davidson
et al., 1998), su estructura helicoidal puede adaptarse. En caso de interaccion
con vesiculas grandes (100 nm), adquiriere una estructura de hélice extendida
(Georgieva et al., 2008), pero en caso de vesiculas mas pequefias adoptaria
una estructura en hélice “rota” (Chandra et al., 2003) (Figura 7). Se ha visto
que la unidén a membranas podria constituir una forma de prevenir su
agregacion, ya que las estructuras toxicas tendrian su origen en las formas
citosdlicas desplegadas (Bendor et al., 2013; Burré et al,, 2015); sin embargo,
todavia existe debate al respecto ya que también se ha propuesto que la
interaccion con lipidos actie como desencadenante del proceso de

agregacion (Lee et al., 2002).

Aungue los oligébmeros se han asociado a estructuras toxicas previas a la
formacion de acimulos intracelulares, en la actualidad se debate la posibilidad
de que aSyn exista fisiolégicamente no solo como mondmero desplegado,
sino también como forma tetramérica helicoidal estable (Bartels et al.,, 2011;
Wang et al,, 2011, Nuber et al, 2018) (Figura 7). Otros multimeros se han
observado en formas de aSyn unidas a membranas y serfan necesarias para

su correcto funcionamiento en el terminal presinaptico (Burré et al.,, 2014).
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Los oligdmeros toxicos, en cambio, se forman cuando la proteina adopta una
estructura en hojas B que promueve su agregacion, la formacion de fibras
insolubles y, en Ultima instancia, de cuerpos de Lewy (Conway et al., 1998; ElI-
Agnaf et al., 1998) (Figura 7).

Formas fisiolégicas Formas patoldgicas

Mondémeros sin
plegamiento

// Oligébmeros %
ricos en
Unién a hojas B P.g
membrana en
hélice o Fibras

B

Cuerpos de Lewy

;Tetrdmeros?

Figura 7. Conformaciones fisiolégicas y patolégicas de aSyn. En la parte izquierda aparecen las
conformaciones fisioldgicas que puede adquirir aSyn; a la derecha, las formas patoldgicas y el
proceso de formacién de las mismas. Imagen creada con BioRender.
221.  Cuerpos de Lewy

El hecho de que los cuerpos de Lewy se encontraran en pacientes con EP
idiopética (Baba et al, 1998) atrajo la atencion sobre aSyn y sobre estas
estructuras, situandolas en el centro de la investigacion de la EP. Aunque
podria considerarse que los cuerpos de Lewy constituyen el Ultimo escalafon
en el proceso de agregacion vy fibrilacion de aSyn, hay que tener en cuenta
que los cuerpos de Lewy contienen mas de 300 proteinas, de las cuales 90
han sido confirmadas en estudios postmortem. Se trata de proteinas

relacionadas en muchos casos con las rutas degradativas celulares,
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chaperonas moleculares y proteinas de dafio axonal (Wakabayashi et al,
2013). En un estudio reciente, utilizando técnicas de microscopia correlativa
Optica-electrénica, se ha determinado que los cuerpos de Lewy también
contienen multiples estructuras membranosas, incluyendo vesiculas y restos de
organulos, como mitocondrias y lisosomas (Shahmoradian et al., 2019) (Figura
8). Todo ello parece ir en linea con lo expuesto anteriormente sobre las rutas
celulares de los principales contribuyentes genéticos a la EP: (i) procesos de
tréfico de membranas (via endosomal y/o dindmica vesicular presinaptica), (ii)
procesos de degradacion y (i) homeostasis mitocondrial (pagina 10). De
hecho, otras enfermedades neurodegenerativas monogénicas, no
consideradas  sinucleinopatias, cursan también con estos agregados
proteinicos. Se trata de enfermedades mitocondriales, enfermedades de
depdsito lisosomal y enfermedades con acumulacion de hierro que, de este
modo, nos indican que estas rutas celulares estan fallando y desencadenando

la formacion de los cuerpos de Lewy (Erskine et al., 2021).

aSyn

Autofagosomas y estructuras
membranosas relacionadas

Lisosomasy estructuras
membranosas relacionadas

Fragmentos de lipidos <
de membrana

Mitocondrias "

Vesiculas

Agregados proteinicos -4

Filamentos protefnicosy 1~
elementos del citoesqueleto '

Figura 8. Composicién de los cuerpos de Lewy. Modelo esquematizado de la composicion de los
cuerpos de Lewy (parte superior y leyenda) e iméagenes reales de estas inclusiones (parte inferior),
obtenidas mediante la técnica Serial block-face scanning electron microscopy. Puede observarse un
anillo de mitocondrias (flechas naranjas) y lisosomas en la parte central (flechas azules). Imégenes
adaptadas de Shahmoradian et al., 2019.
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2.3. Funciones descritas
En 1995 se atribuyd a aSyn un primer papel en plasticidad sinaptica. George y
colaboradores observan cambios en la expresion de “sinelfina” (homdloga de
aSyn) en regiones concretas del cerebro de Taeniopygia guttata o diamante
mandarin. Dichas regiones eran los nucleos del control del canto en estas
aves, que mostraban una expresion reducida de esta proteina durante el

aprendizaje de nuevas canciones (George et al., 1995).

aSyn fue descubierta en terminales sindpticos (Maroteaux et al., 1988), dando
pistas sobre su posible funcidon que, sin embargo, sigue sin comprenderse en
profundidad en la actualidad. Las sinapsis son zonas de unién y comunicacion
entre una neurona presinaptica y una célula postsinaptica (que puede ser otra
neurona, una célula muscular o una célula secretora glandular, por ejemplo).
Estas zonas permiten establecer un flujo de informacion cuya base son los
neurotransmisores, moléculas mensajeras que desencadenan una serie de
cambios en las neuronas o células receptoras. Las sinapsis se componen de
tres estructuras basicas: el terminal presindptico, la hendidura sinaptica vy el
terminal postsinaptico. Los terminales presinapticos son estructuras neuronales
especializadas en la liberacion de neurotransmisores en respuesta a un
potencial de accion (Sudhof, 2012). Estos neurotransmisores se sintetizan y
empaquetan en vesiculas sinapticas, que conforman reservorios identificables
en base a ciertos parametros, como la distancia a la membrana presinéaptica o

el nimero de vesiculas que contienen (Alabi and Tsien, 2012) (Figura 9).

La llegada del potencial de accion a la neurona provoca la apertura de canales
de Ca®*, permitiendo la entrada de este ion en el terminal. En este momento
actUa la maquinaria de exocitosis del neurotransmisor: el sensor de Ca®*

sinaptotagmina y el complejo de proteinas SNARE, que incluye las proteinas
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sinaptobrevina o VAMP, localizada en la membrana vesicular, y SNAP-25 y
sintaxina-1, localizadas en la membrana presinaptica. Durante los ciclos de
exocitosis y reciclaje vesicular las proteinas del complejo SNARE sufren ciclos
repetidos de ensamblaje y desensamblaje, posibilitando la fusion de
membranas y la liberacion del neurotransmisor, asi como el reciclaje vesicular

(Sudhof, 2013).

Teniendo en cuenta los eventos que se llevan a cabo en los terminales
presinapticos, diversos estudios se centraron en determinar la relacion de
aSyn con la liberacion de neurotransmisores en la sinapsis. Se han publicado
observaciones tanto a favor como en contra de la facilitacion de la
neurotransmision por parte de aSyn. El tipo neuronal y los protocolos de
estimulacion parecen tener una influencia en los resultados obtenidos.
Diversos estudios en cultivos neuronales hipocampales deficientes en aSyn
indicaban que esta proteina regulaba los grupos vesiculares mas alejados de
la membrana (reservorio en reposo), los cuales se movilizan Unicamente ante
estimulaciones prolongadas; de este modo, asignan a aSyn un papel positivo
en la neurotransmision ante estos estimulos (Murphy et al., 2000; Cabin et al,,
2002). Posteriormente se publicd que aSyn posibilitaria el posicionamiento y
agrupado de vesiculas generando un “entorno” para las mismas, a través de
sus interacciones (tanto con fosfolipidos como con otras proteinas
presinapticas) (Diao et al, 2013). Por su parte, otros estudios utilizando
modelos murinos deficientes en aSyn y/o BSyn y ySyn llegaban a conclusiones
distintas, y atribufan un papel de regulacion negativa de la neurotransmision
dopaminérgica, al observar aumentos de la liberacion estriatal de dopamina
en ausencia de estas proteinas (Abeliovich et al., 2000; Chandra et al., 2004;

Senior et al.,, 2008; Anwar et al., 2011).
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En una publicacion méas reciente parecen unificarse distintas observaciones, ya
que reportan efectos opuestos por parte de aSyn en la neurotransmision
dopaminérgica segun el patron de actividad neuronal. Ante la llegada de
potenciales de accion repetidos, con intervalos de tiempo cortos, aSyn
facilitarfa la dilatacion de los poros de fusion y la propia fusion vesicular en las
zonas activas. Esto a su vez agiliza la recuperacion de los reservorios mas
cercanos a la membrana (reservorios de reciclaje). Cuando se trata de
potenciales mas espaciados, el efecto previo de facilitacion seria innecesario y
promoveria una inhibicion en la movilizacion de vesiculas de los reservorios en

reposo (Somayaiji et al., 2020) (Figura 9).
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Figura 9. Funcién conocida de aSyn en la sinapsis. aSyn actla como chaperona presinaptica,
permitiendo el ensamblaje del complejo de proteinas SNARE, a través de su interaccion con la

SNARE vesicular VAMP2. Su funciéon serfa relevante para facilitar o no la neurotransmision ante
determinados estimulos. Imagen creada con BioRender.

En 2005, a raiz de un trabajo realizado en ratones sin la chaperona
presinaptica CSPa, se le asigna otro papel a la proteina aSyn. CSPa pertenece
a la familia de proteinas DNAJC (gen DNAJCS), las cuales estan asociadas a la
EP y cuyo déficit causa una neurodegeneracion sindptica fulminante
(Fernandez-Chacon et al, 2004). Curiosamente, la sobreexpresion de aSyn

ralentiza este fenotipo, mientras que su supresion lo agrava, lo cual llevd a
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determinar que ambas proteinas tenfan funciones homdlogas como
chaperonas presinépticas. Sin embargo, mientras CSPa mostraba un efecto
sobre los niveles de SNAP-25 que alteraria el complejo SNARE, aSyn parecia
tener un impacto directo en la formacién de dicho complejo (Chandra et al,
2005). Basadndose en estos hallazgos, Jacqueline Burré y colaboradores
determinan que aSyn promueve el ensamblaje del complejo SNARE in vivo e
in vitro. En concreto, describen la unién de oSyn a la sinaptobrevina-2
(VAMP?2) a través de su dominio carboxilo (Figura 9) y confirman que el
ensamblaje del complejo no se produce en ausencia de las sinucleinas o, By y
en ratones TKO. Estos animales mostraban alteraciones neuroldgicas a cierta
edad, a partir de la cual morian prematuramente, lo que asignaria a las
sinucleinas un papel de mantenimiento presinaptico a largo plazo, de forma

dependiente de la actividad sinaptica (Burré et al., 2010).

Aungue la funcién completa de aSyn sigue sin esclarecerse, estos estudios
entre otros parecen indicar que participaria en procesos relacionados con la
actividad sinéaptica, como la plasticidad, el aprendizaje, la liberacion vy
mantenimiento de vesiculas de neurotransmisores o el tréfico de membranas,

necesario para la movilizacion de los reservorios vesiculares.

FISIOPATOLOGIA CELULAR DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON
ASOCIADA CON Oi-SINUCLEINA

La dificultad de describir la funcién de aSyn se ha debido en gran medida a la
falta de alteraciones graves en los modelos con ausencia de la misma
(Abeliovich et al., 2000; Cabin et al., 2002; Senior et al., 2008). Aunque a veces

con resultados contradictorios, los modelos de sobreexpresiéon o mutacion sf
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han dado pistas de las rutas o procesos fisiopatoldgicos asociados a aSyn en

la EP:

3.1. Trafico de membranas
El tréfico de membranas es un proceso logistico clave en el mantenimiento de
la homeostasis celular, especialmente en neuronas, ya que presentan una
morfologia altamente polarizada con compartimentos muy  definidos.
Podemos dividir este trafico en dos vias importantes: la via secretora o
biosintética y la via endocitica (Figura 10). Se trata de rutas de entrada y salida
de la célula, pero también de clasificacion y localizacién de proteinas, que de
este modo viajan en vesiculas y alcanzan sus destinos sin necesidad de

atravesar membranas (Hasegawa et al., 2017).

En la via secretora o biosintética, las proteinas recién sintetizadas viajan en
vesiculas por las cisternas del reticulo endoplasmatico (RE) y se transportan al
aparato de Golgi (AG), que constituye su principal plataforma de clasificacion.
Mediante un sistema de adaptadores y cubiertas de membrana especificos, las
vesiculas llegan a su compartimento de destino, con el cual se fusionan en un
proceso dependiente de proteinas SNARE (Bonifacino and Glick, 2004). Las
vesiculas con estas proteinas pueden dirigirse a la membrana plasmética,
fusionarse con endosomas, degradarse en lisosomas o ser devueltas al RE
(Hasegawa et al,, 2017). La via endocitica es una via de entrada a la célula en la
que juegan un papel fundamental las guanosina trifosfatasas (GTPasas) Rab.
Las vesiculas derivadas del proceso de endocitosis, llamadas endosomas,
sufren multiples modificaciones para adquirir distintas identidades, como
cambios en sus proteinas Rab, aumento de vesiculas intraluminales (para
formar endosomas tardios) o acidificacion (para formar lisosomas).  Los

endosomas tardios con vesiculas intraluminales se denominan cuerpos
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multivesiculares, y pueden fusionarse con lisosomas o autofagosomas para
degradar el material de su interior. También pueden fusionarse con la
membrana plasmética y expulsar al exterior de la célula sus vesiculas
intraluminales, que constituyen entonces exosomas (Huotari and Helenius,
2011). Por tanto, ambas rutas, endocitica y secretora, confluyen y requieren un

continuo intercambio de membranas altamente regulado.
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Figura 10. Principales rutas de trafico de membranas en la célula. En la via secretora, las proteinas
sintetizadas en el reticulo endoplasmatico y modificadas por el aparato de Golgi alcanzan sus
destinos o son secretadas al exterior de la célula. En la via endocitica se introduce material en la
célula y se crean endosomas que pueden madurar, generar lisosomas, fusionarse con otras
vesiculas o degradar su material en la via autofagica. También pueden volver a la membrana
plasmaética y constituir endosomas de reciclaje, 0 generar exosomas, si albergaban vesiculas en su
interior que se secretaran tras la fusién con la membrana. Las protefnas Rab son GTPasas clave en
los procesos membranosos. RE: reticulo endoplasmaético; AG: aparato de Golgi. MVB: cuerpo
multivesicular (multivesicular body). Imagen creada con BioRender.

311 aSyn y el trdfico de membranas
Existen multiples estudios que muestran fallos en la via endocitica y secretora
como consecuencia de mutaciones o sobreexpresion de aSyn. Se ha visto que
la sobreexpresion de aSyn bloquea el tréfico entre el RE y el AG en levaduras,

las cuales, aunque no poseen de forma natural esta proteina, proporcionan un
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modelo simple y manipulable para su estudio. Este bloqueo podia rescatarse
mediante la sobreexpresion de la proteina homologa de Rab1 (Cooper et al.,
2006) o de SNARE de RE/AG (Thayanidhi et al, 2010). También se ha
determinado la interaccién y/o colocalizacion de aSyn con las proteinas
Rab3A, Rab5, Rab8 y Rab1l (Dalf¢ et al., 2004; Chutna et al., 2014; Breda et al,,
2015). De hecho, en modelos neuronales, Rab8A (encargada del tréafico post-
AG) y Rab3A (especifica de terminales presinapticos e implicada en
organizacion y fusion de vesiculas sinapticas) pueden rescatar la degeneracion
y alteraciones causadas por aSyn, por lo que las interacciones anormales con
estas protefnas serian clave en los fallos del trafico intracelular observados

(Gitler et al., 2008).

3.2. Rutas degradativas
Otro pilar fundamental en la fisiopatologia de la EP son los procesos
degradativos. Existen tres tipos principales de rutas degradativas en
mamiferos: la autofagia mediada por chaperonas (CMA), la microautofagia y
la macroautofagia (Scrivo et al., 2018) (Figura 11). Estas vias de degradacion
tienen distintos propositos en la célula y, aunque en este trabajo nos
centraremos en la macroautofagia, conviene comentar brevemente las

singularidades de cada una de ellas y su relacion fisiopatoldgica con aSyn.

En el caso de la CMA, se trata de una ruta con fines regulatorios (controlando
la vida media de determinadas proteinas) y de control de calidad proteinico
(eliminando proteinas dafiadas o mal sintetizadas) (Kaushik and Cuervo, 2018).
Las proteinas son identificadas por la chaperona citosélica HSC70, también
conocida como HSPAS8, mediante el reconocimiento de un motivo peptidico
especifico (KFERQ) en ellas. Una vez transportadas a la membrana lisosomal

por esta chaperona, deben translocarse a través de la proteina LAMP2A para
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acceder al lumen del lisosoma. La microautofagia, en cambio, consiste en la
invaginacion de la membrana lisosomal para capturar una porcion de

citoplasma con el material a degradar (Scrivo et al., 2018).

Macroautofagia

Fusion ® - Reciclaje de
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Figura 11. Tipos de autofagia en la célula. La macroautofagia requiere de la formacién de vesiculas
de doble membrana y la fusion con el lisosoma. La autofagia mediada por chaperonas permite
introducir directamente las proteinas a degradar en el lisosoma, de forma dependiente de la
chaperona HSC70 y, en la microautofagia, el propio lisosoma engulle el material a degradar
invaginando su membrana. Imagen creada con BioRender.

La macroautofagia (denominada en adelante como autofagia o via
autofagica-lisosomal) es la Unica de estas vias que requiere de la formacion de
membranas y vesiculas para llevarse a cabo y, por tanto, la que tiene
capacidad de degradar material mas voluminoso (como organulos de la
propia célula y agregados proteinicos) (Aman et al, 2021). Se trata de un
proceso catabdlico altamente conservado en eucariotas con profundas
implicaciones en la homeostasis celular. Inicialmente se le atribuyd un papel

de degradacién no selectiva, necesario Unicamente en caso de falta de
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nutrientes o energia; sin embargo, en la actualidad sabemos que se trata de
un proceso que puede ser dirigido (autofagia selectiva) y que es necesario

para el funcionamiento basal celular (Menzies et al., 2017).

La induccion autofagica en respuesta a estimulos consiste en una serie de
activaciones de complejos de proteinas ATG, que culminan en la formacién de
una vesicula de doble membrana alrededor del material a degradar, que
constituird el autofagosoma. Ante determinados estimulos, como déficit de
aminoacidos o energfa, la quinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK)
inhibe al complejo de mTOR, mTORCT, un sensor clave que actua inhibiendo
el proceso de autofagia cuando hay suficientes niveles de nutrientes o energia.
AMPK, ademas, activa al complejo quinasa ULK1, que ser& el primer complejo
efector de la inducciéon y que comprende las proteinas ULKT, ATGI13,
FIP200/RBICCT y ATGI0T (Kim et al, 2011) (Figura 12, ‘Iniciacion”). A
continuacion, se activa el complejo de fosfoinositol 3-quinasa de clase |l
(PI3KC3), compuesto por VPS34, VPS15, Beclinal/BECNT y ATG14, que se
encargard de generar inositol trifosfato (PI3P) en las membranas donantes
para marcar los sitios de iniciacion del fagdéforo (membrana precursora del
autofagosoma). En ese momento se recluta la proteina de union a PI3P WIPly
ATGY que transferira membrana al fagéforo para su expansion (Aman et al,
2021) (Figura 12, “Nucleaciéon”). Estas membranas pueden proceder del RE (Axe
et al, 2008), de la membrana mitocondrial externa (Hailey et al., 2010), de
membranas asociadas a mitocondrias (MAM, contactos entre el RE y la
mitocondria) (Hamasaki et al., 2013) y de la membrana plasmatica (Ravikumar

et al., 2010).

Posteriormente son necesarias una serie de reacciones, llevadas a cabo por

complejos enzimaticos de ubiquitina ligasas (enzimas E3), para completar el
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proceso de formacion del autofagosoma. La proteina MAPILC3 o,
simplemente, LC3, es un miembro de la familia de proteinas altamente
conservadas ATG8. El LC3 recién sintetizado ha de ser hidrolizado por la
proteasa de cisteina ATG4, dando lugar a la forma LC3-I. Esta forma,
citosdlica, ha de ser conjugada con fosfatidiletanolamina (PE) mediante
reacciones de tipo ubiquitinacion por parte de las proteinas ATG7 y ATG3, y
del complejo formado por ATGI12-ATG5-ATG16. La forma lipidada se
denomina LC3-Il y esta unida al fagdforo tanto por la parte interna como
externa de la membrana (Kabeya et al., 2000); de hecho, esta proteina se
utiliza como marcador de autofagosomas formados (Klionsky et al., 2021)

(Figura 12, “Elongacion” y "Maduracion”).

Para que la via autofagica pueda ser selectiva es necesaria la accion de los
llamados receptores de autofagia, como p62/Sequestosomal (p62/SQSTMT,
referido en adelante como p62), Optineurina/OPTN o Neurabinal/NBR1. p62
contiene una regién de interaccion con LC3 y de unidn a ubiquitina, de forma
que puede anclarse a la cara interna del autofagosoma introduciendo en él el
material a degradar marcado mediante ubiquitinacion (Pankiv et al., 2007). Asi,
podemos hablar de distintos tipos de autofagia selectiva segun los sustratos
de la misma: mitofagia (mitocondrias), reticulofagia (RE), agrefagia (agregados
proteinicos), pexofagia (peroxisomas), nucleofagia (nucleo) o lipofagia (gotas
lipidicas) (Aman et al., 2021). Finalmente, la fusion del autofagosoma con el
lisosoma se lleva a cabo mediante proteinas Rab, SNARE (Sintaxina-17, SNAP-
29 y VAMPS) (ltakura et al., 2012) y el complejo HOPS (Jiang et al., 2014). Una
vez fusionados, las hidrolasas contenidas en el interior del lisosoma en un
ambiente acido degradarédn el material y se procederd al reciclaje de

componentes celulares (Figura 12, “Fusion con lisosoma” y “Degradacion”).
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Figura 12. Proceso de induccién autofagica (macroautofagia). La formacion del autofagosoma
requiere de la inhibicién de mTOR y la activacion de varios complejos para marcar los sitios de
iniciacion del fagéforo (precursor del autofagosoma). La maduracion del autofagosoma implica la
lipidacion de la proteina ATG8 LC3, que se unira de este modo a la membrana. La acciéon de
receptores autofagicos, como p62, permite degradar selectivamente protefnas y componentes
celulares. La fusion con el lisosoma da paso a la degradacion del material por parte de las
enzimas lisosomales. AR: receptor autofagico (autophagy receptor); PI3P: inositol trifosfato. Imagen
adaptada de Aman et al 2021.

La via autofdgica-lisosomal a nivel neuronal tiene varias singularidades. En
neuronas, esta altamente compartimentalizada: mientras los autofagosomas
se forman en los axones, los lisosomas quedan restringidos al soma. De este
modo, es necesario un proceso de transporte y maduracion de
autofagosomas a través del axdn, los cuales se fusionaran con los lisosomas al
alcanzar el cuerpo neuronal (Hill and Colén-Ramos, 2020). Recientemente,
también se ha visto que pueden enviarse lisosomas a los axones para cumplir
necesidades de degradacion local (Farfel-Becker et al., 2019). Las neuronas,
ademés, debido a su naturaleza postmitotica, son especialmente dependientes
de las rutas degradativas, puesto que no pueden dividirse y diluir los
materiales toxicos o envejecidos. De hecho, la delecion de los genes Atg5 y
Atg7 resulta en la acumulacion de agregados protefnicos en las neuronas y
distrofia axonal, respectivamente (Hara et al., 2006; Komatsu et al,, 2007), y la

falta de proteinas clave de los complejos de induccién reduce la supervivencia
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de los animales y también es suficiente para causar neurodegeneracion (Liang

et al, 2010; Joo et al,, 2016).

321, aSyn y autofagia mediada por chaperonas
La degradacion de aSyn depende de su estado conformacional, pudiendo
degradarse mediante CMA, cuando estd en su forma monomérica, ©
preferentemente por la via autofagica-lisosomal cuando se trata de
oligbmeros de gran tamafio y otras formas patoldgicas (Lee et al., 2004;

Vogiatzi et al., 2008).

La CMA se ha implicado en multiples estudios en la fisiopatologfa de la EP. En
2004 y 2008 se publicd que las formas mutantes y modificadas por dopamina
de aSyn bloqueaban LAMP2A impidiendo su propia degradacion y la de otros
sustratos (Cuervo et al., 2004; Martinez-Vicente et al., 2008). Posteriormente
se vio que la disfuncion de la CMA, en lineas celulares expresando oSyn
silvestre y la forma mutante A53T, podia ir acompafiada de una induccién
compensatoria de la autofagia (Xilouri et al, 2009). Congruente con esta
disfuncion, en un estudio postmortem de pacientes con EP se encontraron
niveles reducidos de LAMP2A y HSC70 en la SNc y la amigdala (Alvarez-Erviti
et al, 2010) y, en otro mas reciente, esta reduccion de LAMP2A se
correlacionaba ademas con los aumentos de aSyn (Murphy et al., 2015). En
modelos animales y celulares se ha demostrado que la sobreexpresion de
LAMP2A puede tener un efecto neuroprotector (Xilouri et al., 2013; Issa et al,
2018). Sin embargo, en ratones con mayores niveles de aSyn, bien por
sobreexpresion transgénica o por tratamiento con la neurotoxina paraquat,
encontraron aumentos de LAMP2A y HSC70 (Mak et al., 2010). Por tanto,
aunque existan resultados contradictorios, la CMA parece tener un papel

relevante en la fisiopatologia de la EP asociada con aSyn.
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322 aSyn y macroautofagia
aSyn puede afectar a la via autofagica-lisosomal en distintos niveles, y existen
pruebas tanto de inhibiciones como de activaciones perjudiciales de esta ruta
ante sobreexpresion o formas patoldgicas de aSyn. A su vez, defectos en esta
via degradativa pueden afectar a la propia degradacion de aSyn y a su
expulsion al medio extracelular, generando mas acumulos y propagacion y

retroalimentando, de este modo, el proceso (Poehler et al., 2014).

En cerebros de pacientes con EP se hallaron incrementos en la cantidad de
autofagosomas (Anglade et al, 1997; Crews et al, 2010) y, en modelos
animales de aSyn, también se han encontrado niveles aumentados del
marcador de autofagosomas LC3-Il'y de Beclinal (Yu et al,, 2009; Klucken et
al., 2012). Sin embargo, no esta claro si estos aumentos procederian de un
incremento en su formacidon (como mecanismo compensatorio a una
inhibicion de la CMA, por ejemplo) o de un flujo autofagico defectuoso.

En varios estudios en formas mutantes de aSyn (E46K y A30P) se sostiene que
existe una afectacion autofagica a través de la inactivacion de la ruta de
sefializacion de quinasas c-Jun N-terminal (JNK) (Yan et al, 2014; Lei et al,
2019). Esta inactivacion puede afectar a la formacion del complejo VPS34 de
forma independiente de mTOR, mediante un incremento en la unién de
Beclinal a BCL2 (Song et al, 2014; Yan et al, 2014). Anteriormente ya se
habian visto efectos neuroprotectores derivados de la activacion autofagica al
sobreexpresar Beclinal en un modelo murino transgénico de aSyn (Spencer et

al., 2009).

En la formacion de autofagosomas, se ha publicado que la sobreexpresion de
aSyn puede inhibir el proceso de autofagia al reducir la formacion de

omegasomas (membranas iniciadoras de fagoforos), mediante la
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deslocalizacion de Atg9 en un proceso dependiente de Rabla (Winslow et al,,
2010). Ademas, la expresion de oSyn humana en Drosophila melanogaster
también puede impedir la maduracion de los autofagosomas por una
estabilizacion excesiva de actina (Sarkar et al., 2021). Por otro lado, existen
estudios que reportan un aumento en el flujo autofagico y sobreactivacion de
esta ruta en neuronas con sobreexpresion de aSyn silvestre y/o la forma
mutante A53T (Cuervo et al,, 2004; Choubey et al., 2011; Koch et al., 2015), por
lo que el efecto neto de aSyn sobre el proceso autofagico probablemente

dependa de sus niveles, conformacion o del modelo y tipo celular de estudio.

En relacion con los lisosomas, cabe remarcar que mutaciones en heterocigosis
en el gen GBA, el cual codifica la enzima lisosomal glucocerebrosidasa
(GCasa), constituyen el factor de riesgo genético méas comun para padecer la
EP; mutaciones en homocigosis, en cambio, se asocian a una enfermedad de
depdsito lisosomal, la enfermedad de Gaucher (Goker-Alpan et al,, 2004; Lwin
et al, 2004). En casos de EP idiopatico también se han encontrado
reducciones en la actividad de esta enzima (Chiasserini et al., 2015), por lo que
los lisosomas han adquirido un papel central en la fisiopatologia de la EP.
Distintos grupos encontraron reducciones en la cantidad de lisosomas en
cerebros de pacientes con EP idiopéatico (Chu et al., 2009; Alvarez-Erviti et al,,
2010; Dehay et al, 2010) y permeabilizacién lisosomal en modelos
neurotoxicos murinos (Dehay et al., 2010). En linea con estos hallazgos, la
sobreexpresion del factor de transcripcion EB (TFEB), un regulador central de
la biogénesis lisosomal y la autofagia, tiene efectos neuroprotectores en
modelos murinos de EP inhibiendo a mTOR y activando la ruta (Dehay et al,

2010; Decressac et al., 2013; Torra et al., 2018).
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Recientemente se ha publicado que la sobreexpresion de oSyn impide la
fusion entre lisosomas y autofagosomas, al reducir los niveles de la proteina
SNARE SNAP29. Para compensar esta disfuncion degradativa, se produce un
incremento en la fusion de los autofagosomas con la membrana plasmatica v,
por tanto, un aumento de vesiculas extracelulares (Tang et al., 2021). De
hecho, la disfunciéon autofagica/lisosomal se ha postulado en distintos estudios
como el principal mecanismo promotor de la propagacion de oSyn para
compensar dicha disfuncion, ya sea mediante el incremento de su liberacion al
medio por exosomas (Alvarez-Erviti et al., 2011; Fussi et al., 2018; Minakaki et
al., 2018; Stykel et al, 2021) o por nanotineles de membrana entre células,
viajando dentro de los propios lisosomas (Abounit et al., 2016; Dilsizoglu Senol

et al, 2027).

3.3. Homeostasis mitocondrial
La mitocondria ha estado asociada clasicamente a la obtencidon de energia
celular pero en la actualidad sabemos que, a través de sus funciones (Figura
13), tiene implicaciones en multiples procesos celulares que van desde la
sefalizacion de muerte celular por apoptosis, a la regulacion de la respuesta
inmune y metabdlica o del ciclo celular (McBride et al., 2006). Las mitocondrias
son organulos de doble membrana, de forma que su membrana externa
contiene proteinas y canales relevantes para su comunicacion con el
citoplasma y otros organulos, asi como para procesos de dinamica o
transporte mitocondrial. La membrana mitocondrial interna (separada de la
externa por el llamado espacio intermembranoso) forma unas estructuras, las
crestas, que permiten ampliar su superficie y maximizar la obtencion de
energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), ya que en ellas ocurre el
proceso de fosforilacion oxidativa (OXPHOS). El interior de la mitocondria se

denomina matriz mitocondrial y en él residen proteinas necesarias para el
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ciclo de Krebs, la replicacion del DNA mitocondrial o ribosomas para la propia

biosintesis proteinica (Kuhlbrandt, 2015; Giacomello et al., 2020).

Contactos mitocondria-RE (MAMSs)

Membrana externa
Membrana interna
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Figura 13. Procesos mitocondriales a nivel neuronal. Las mitocondrias aportan la energfa necesaria

para los procesos celulares, a través de la fosforilacion oxidativa que se da en los complejos de su
interior. Para ello, deben transportarse a través de los axones a las sinapsis, donde se requiere
mayor nivel de aporte energético. Las mitocondrias también pueden sufrir ciclos de fision y fusion
para cumplir necesidades energéticas o mitigar dafios. Si el dafio persiste, pueden ser degradadas
por mitofagia. Los contactos de la mitocondria con otros organulos, a través de pares proteinicos

de anclaje, influyen en la dindmica mitocondrial y en el mantenimiento de la homeostasis de Ca®*.
ATP: adenosin trifosfato; MAM: membranas asociadas a mitocondrias. RE: reticulo endoplasmico.

Imagen creada con BioRender.
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La OXPHOS es una ruta metabdlica dependiente de oxigeno en la cual
intervienen complejos de donantes y aceptores de electrones, en la llamada
cadena respiratoria 0 cadena de transporte de electrones (CTE). A través de
una serie de reacciones de oxidacion-reduccion se forma un gradiente
electroquimico de protones que forma una energia potencial, la fuerza
proton-motriz. La ATP sintasa (complejo V) aprovecha la vuelta de estos
protones a través de un canal para asi generar energia en forma de ATP,
necesaria para la actividad celular (Figura 13). Esta ruta, sin embargo, tiene la
desventaja de generar especies reactivas de oxigeno (ROS), como H202 o Oz,
que pueden poner en riesgo a la célula al generar una situacion de estrés

oxidativo si se acumulan (Knott et al., 2008).

Las mitocondrias son organulos altamente dindmicos, ya que forman redes en
constante movimiento como resultado de los ciclos de fusion y fision a los que
pueden someterse. La biogénesis y degradacion mitocondrial, su transporte y
los procesos de fusion y fision constituyen la denominada dinamica
mitocondrial (Figura 13). Mantener un buen equilibrio entre estos procesos
contribuye en gran medida a la salud de la red y al cumplimiento de requisitos
energeticos de la célula (Van Laar and Berman, 2013). Las mitocondrias que
pueden resultar dafiadas por fallos bioenergéticos y estrés oxidativo, por
ejemplo, y que son incapaces de fisionarse o fusionarse para mitigar el dafio,
pueden ser degradadas a través del proceso de mitofagia (Twig et al., 2008).
En este proceso se detectan selectivamente mitocondrias con bajos
potenciales de membrana (indicativo de una pérdida de la homeostasis
mitocondrial), en las cuales se acumula la proteina PINK1. Esta proteina es
capaz de reclutar Parkina, una ubiquitina-ligasa que permite asi la
ubiquitinacién mitocondrial y la unién del receptor de autofagia selectiva p62

(Figura 13) (Narendra et al, 2008; Matsuda et al., 2010). Como hemos visto
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anteriormente, ambas proteinas, PINK y Parkina, se encuentran entre los
principales determinantes genéticos de la EP (loci PARKZ y PARK6) (pagina 10;
Tabla 1).

La regulacion bidireccional entre los procesos de dinamica y bioenergéticos es
de especial relevancia en neuronas, las cuales necesitan transportar y distribuir
las mitocondrias a puntos de alta demanda energética, como son los
terminales presinapticos, para mantener su actividad. Las neuronas tienen,
ademas, una alta dependencia de la OXPHOS, ya que el 95 % de su energia
en forma de ATP procede de esta ruta (Van Laar and Berman, 2013), y no
pueden cambiar a la glucdlisis como via de obtencion de energia en caso de

que la OXPHQOS se vea afectada (Knott et al., 2008).

Ademas del aporte energético, otra de las funciones principales de las
mitocondrias es la homeostasis de Ca®*. Las oscilaciones de este ion son de
vital importancia en el proceso de despolarizacion neuronal para la
neurotransmision, por lo que las neuronas deben tener sus niveles muy
controlados mediante proteinas que lo tamponen (p.e. calbindina vy
parvalbumina) o secuestrandolo en depdsitos intracelulares, como la
mitocondria o el RE (Giorgi et al,, 2018). En la homeostasis de Ca’* tiene un
papel clave la comunicacion mitocondrial: en los Ultimos afios se ha visto que
las mitocondrias establecen los llamados sitios de contacto de membranas
(MCS) con distintos organulos, incluyendo el RE, pero también lisosomas,
peroxisomas, endosomas y membrana plasmatica (Giacomello et al., 2020).
Los contactos con el RE o los lisosomas, entre otras funciones, permiten la
transferencia de Ca®" entre la mitocondria y estos organulos (Figura 13)

(Rizzuto et al,, 1993; Peng et al., 2020).
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Los contactos entre la mitocondria y el RE, también denominados membranas
asociadas a mitocondrias (MAM), tienen implicaciones en la homeostasis de
Ca®*, pero también en morfologfa y dindmica mitocondrial, autofagia (son un
punto de formacion de autofagosomas), apoptosis y sintesis e intercambio de
fosfolipidos (Perrone et al., 2020). De hecho, en estos puntos puede reclutarse
la proteina de fision DRP1 que, con ayuda de tubulos del RE que constrifien la
mitocondria, forma anillos a su alrededor para dividirla (Figura 13) (Friedman
et al, 2011). Los contactos entre las mitocondrias y los lisosomas, por su parte,
también constituyen una plataforma para regular bidireccionalmente la
morfologia, dinamica e identidad de ambos organulos, lo que contribuye a
que se distribuyan y funcionen correctamente (Wong et al., 2018; Cantarero et
al., 2020). Los MCS mitocondriales, en especial las MAM y los contactos
mitocondria-lisosoma, se encuentran actualmente en el foco de numerosos
estudios, puesto que en ellos confluyen muchas de las funciones alteradas en

las enfermedades neurodegenerativas (Prinz et al., 2020).

3.3.1.  aSyn y la mitocondria
aSyn tiene una mayor afinidad por las membranas mitocondriales que por
otras membranas, debido a la composicion de las mismas y, de hecho, existen
evidencias de que aSyn puede interaccionar fisiologica y patoldgicamente con
la mitocondria a varios niveles (membrana externa, membrana interna, matriz

y MCS) (Bernal-Conde et al., 2019).

aSyn puede acumularse en las mitocondrias de la SNc y del estriado de
pacientes con EP e inhibir el complejo | de la CTE (Devi et al, 2008). Esta
inhibicion se conoce desde hace varias décadas (Schapira et al., 1990) y se ha
corroborado en trabajos posteriores (Chinta et al., 2010; Loeb et al, 2010;

Reeve et al, 2018). Recientemente, de hecho, se ha demostrado que la
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eliminacion del complejo | de la CTE es suficiente para causar parkinsonismo y
neurodegeneracion en un modelo murino (Gonzalez-Rodriguez et al., 2021).
Las principales consecuencias de esta disfuncion serfan la reduccion de
produccion de energfa en forma de ATP o la acumulacion de ROS. La
aparicion de estrés oxidativo también se ha reportado en diversos modelos
(Parihar et al., 2008; Subramaniam et al.,, 2014; Ludtmann et al., 2018) y puede
contribuir a la propia agregacion de aSyn (Scudamore and Ciossek, 2018). Por
otra parte, se ha visto que aSyn podria estar ejerciendo un papel fisiolégico
directo sobre la ATP sintasa (complejo V) en su forma monomérica (Ludtmann
et al,, 2016); ante agregacion y formacion de oligémeros ricos en hojas 3, aSyn
dejaria de ejercer este rol y causarfa la oxidacion de la ATP sintasa por la
aparicion de ROS, estimulando la apertura del poro de transicion de

permeabilidad mitocondrial y la muerte celular (Ludtmann et al., 2018).

La inhibicion del complejo | de la CTE podria mediarse gracias al acceso de
aSyn a la matriz mitocondrial a través del canal VDACI, por el cual puede
translocarse y causar un bloqueo (Gurnev et al.,, 2015; Rostovtseva et al., 2015;
Jacobs et al., 2019). Del mismo modo, aSyn también puede interaccionar con
TOMZ20 y bloquearlo y, en este caso, impedir la importacion de proteinas
necesarias para el funcionamiento mitocondrial (Di Maio et al, 2016). El
reclutamiento de aSyn a la mitocondria se ha descrito ante determinadas
condiciones, como acidificacion del medio o externalizacién de cardiolipina,
con la cual interacciona (Cole et al, 2008). La cardiolipina es un fosfolipido
que se encuentra en la membrana mitocondrial interna; sin embargo, en
condiciones de estrés mitocondrial puede translocarse a la membrana
mitocondrial externa, donde es necesaria, por ejemplo, para reclutar la
proteina LC3 e iniciar el proceso de mitofagia. A través de su interaccién con

la cardiolipina aSyn puede competir con el LC3, impidiendo la mitofagia (Ryan
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et al, 2018), pero también generar multimeros en forma de poros en la
membrana externa, causando una mayor disfuncion mitocondrial (Ghio et al,,

2019).

En la dinamica mitocondrial, la sobreexpresion y mutaciones patogénicas de
aSyn generan un aumento de mitocondrias fragmentadas a través de su
union directa a la membrana, de forma independiente a DRP1, la principal
protefna de fision (Nakamura et al, 2011, Pozo Devoto et al, 2017). Este
fenotipo también se ha visto como resultado de una fusiéon reducida, tanto de
forma independiente (Kamp et al, 2010) como dependiente de la propia
maquinaria de fusion mitocondrial (Xie and Chung, 2012). oSyn genera,
ademas, una movilidad mitocondrial enlentecida en distintos modelos (Xie and
Chung, 2012; Li et al,, 2013; Melo et al., 2017; Pozo Devoto et al., 2017), lo cual
puede tener un impacto sobre el reclutamiento de mitocondrias a puntos de

demanda energética.

3.3.2.  aSyn y los contactos mitocondriales
En 2014 se le atribuyd a aSyn una nueva localizacion fisioldgica en las MAM,
congruente con su afinidad por las balsas lipidicas. En este estudio se observd
que las mutaciones en aSyn reducian su presencia en las MAM, lo cual
afectaba a la cercania entre organulos y a las funciones de los contactos,
generando ademés mitocondrias fragmentadas (Guardia-Laguarta et al,
20714). Anteriormente, Call y colaboradores ya habian reportado que aSyn era
necesaria para la transferencia de Ca?*, incrementando los contactos entre la
mitocondria y el RE. El silenciamiento o agregacion de aSyn, en cambio,
reducian los contactos y la transferencia de este ion, ademéas de causar un
incremento autofagico (Cali et al., 2012). aSyn podria estar ejerciendo estos

efectos mediante su union a VAPB, una de las proteinas de anclaje descritas
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de las MAM, de forma que las mutaciones o sobreexpresion de oSyn

afectarian a la unién de VAPB con PTPIP51 (Paillusson et al., 2017).

En cuanto a los contactos entre la mitocondria y los lisosomas, se sabe que
pueden tener profundas implicaciones en la fisiopatologia de la EP, por el
protagonismo que tienen ambos organulos en esta patologia. Sin embargo,
todavia no se ha establecido ningun vinculo directo entre aSyn vy dichos
contactos. En 2018 se describié un mecanismo por el cual ambos organulos
controlaban su distancia y los puntos de fision mitocondrial, de forma
dependiente de la hidrolisis de GTP por parte de RAB7 (Wong et al., 2018)
(Figura 13). Como hemos visto, RAB7 es una de las GTPasas que interacciona
con aSyn, por lo que no serfa descartable que aSyn tuviera un impacto en
estos contactos a través de esta interaccion. Recientemente el mismo grupo
publicaba, en neuronas de un paciente de EP con mutaciones en heterocigosis
en GBA, que los contactos mitocondria-lisosoma estan aumentados por un
fallo en su desacoplamiento, lo cual tenia un impacto sobre la distribucion y

funcion mitocondriales (Kim et al., 2021).

3.4. Neuroinflamacién
En la Ultima década la neurcinflamaciéon se ha postulado como un evento
central en la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas del
sistema nervioso central (Kwon and Koh, 2020), asi como en neuropatias
periféricas (Fernandez-Lizarbe et al., 2019). Aunque el sistema nervioso central
se ha considerado un tejido relativamente inmunoprivilegiado, con un
microambiente inmunosupresor, tiene la capacidad de iniciar respuestas
inmunes controladas a distintos niveles. Los factores desencadenantes de
estas respuestas pueden ser agentes externos, asociados a infecciones viricas

0 bacterianas, o agentes internos, los llamados patrones moleculares
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asociados a dafio (DAMPs). Entre estos Ultimos encontrariamos mediadores
liberados por las neuronas dafiadas o muertas, como ATP, metaloproteinasa-
3, neuromelanina o, en el caso concreto que nos ocupa, aSyn agregada

(Tufekci et al., 2012).

La microglia, los macréfagos residentes del cerebro, representan entre un 5 %
y un 12 % del total de células del sistema nervioso central y constituyen la
inmunidad innata frente a estos factores. Entre sus principales funciones
destacan el mantenimiento de la homeostasis sinaptica y de mielina, su papel
como sensores de dafio o infeccion, la migracion a estos lugares de dafio para
fagocitar restos neuronales y la proteccion frente a estimulos téxicos o
infecciosos (Hickman et al, 2018). Ante una estimulacién, la microglia “en
reposo” puede adquirir distintos fenotipos activados, que son identificables en
base a parametros morfolégicos (la microglia en reposo ramificada pasa a una
morfologia ameboide al activarse) o en base a la expresion de determinados
marcadores. El fenotipo M1 se adquiere a través de la llamada “activacion
clasica”, mediante la produccion de citoquinas proinflamatorias como
interferén-y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-); por su parte, el
fenotipo M2 se da tras la “activacion alternativa’, y estd mediado por
citoquinas como la interleuquina (IL) 4 (IL-4) o la IL-13, las cuales poseen
propiedades antiinflamatorias (Tang and Le, 2016). El paso de la microglia M2
neuroprotectora a la microglia M1 neurotdxica es un factor comin a las
enfermedades neurodegenerativas, promoviendo un ambiente
neuroinflamatorio que retroalimenta el dafio neuronal. En el caso de la EP,
fueron McGeer y colaboradores los que reportaron por primera vez la
presencia de microglia reactiva en la SNc de cerebros postmortem de
pacientes (McGeer et al, 1988). De hecho, los pacientes con EP muestran

aumentos de citoquinas proinflamatorias como IL-15, IL-6, IFN-y y TNF-o en el
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estriado y el liquido cefalorraquideo (Mogi et al., 1994; Blum-Degen et al,
1995). Esta misma activacion microglial se ha encontrado en numerosos
modelos con formas mutantes o sobreexpresion de aSyn (Gomez-Isla et al,
2003; Su et al, 2008; Theodore et al., 2008; Sanchez-Guajardo et al., 2010;
Watson et al., 2012), y podria iniciarse con la secrecion de aSyn al medio por
parte de neuronas afectadas o dafiadas, la cual intentaré captar y degradar la
microglia. La deteccion de esta aSyn extracelular, de forma dependiente de
los receptores TLR (Kim et al, 2013; Choi et al., 2020), entre otros, puede
modular la actividad fagocitica de la microglia, estimular la produccién de
citoquinas proinflamatorias y ROS, asi como activar cascadas de sefializacion
claves como las rutas de NFkB y de quinasas MAP (MAPK) (Klegeris et al,
2008; Hoenen et al.,, 2016; Choi et al., 2020).

Los astrocitos también se han visto implicados en la fisiopatologia de las
enfermedades neurodegenerativas. Estas células gliales son las mas
numerosas del cerebro y tienen funciones tan importantes como el
mantenimiento de la homeostasis de agua e iones, la secrecion de
neurotrofinas, la regulacién de la transmision sinaptica o la regulacién de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, funciones vitales para la
supervivencia neuronal (Kam et al, 2020). Los astrocitos también pueden
responder ante infecciones o citoquinas proinflamatorias procedentes de la
microglia y activarse, generando los astrocitos Al reactivos (Liddelow et al,
2017). La astrogliosis se ha manifestado en distintos modelos de EP a través de
la hipertrofia de sus somas y prolongaciones, asi como de aumentos de la
proteina acida fibrilar glial (GFAP), uno de los principales marcadores de estas
células. Aligual que en el caso de la microglia, también hay indicios de que los
astrocitos tienen la capacidad de captar la aSyn que liberan las neuronas

como mecanismo de protecciéon. Estos astrocitos, ademas, son capaces de
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generar citoquinas proinflamatorias tras acumular aSyn (Lee et al, 2010) y
podrian, de este modo, exacerbar y perpetuar la activacion microglial (Farina

et al., 2007).
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Figura 14. Procesos neuroinflamatorios en la EP asociada a aSyn. La oSyn secretada por las
neuronas es detectada por la microglia, que la capta para degradarla, y activa las rutas de
sefializacion proinflamatorias. Esto causa la aparicion de fenotipos microgliales neurotoxicos (M1)
en detrimento de los neuroprotectores (M2), asi como de astrocitos reactivos, que agravan la
neuroinflamacion y el dafio neuronal. Los linfocitos T citotdxicos y colaboradores también pueden
infiltrarse en el sistema nervioso central y detectar los antigenos de aSyn, modulando la respuesta
inflamatoria. MHC: complejo mayor de histocompatibilidad. TCR: receptor de linfocitos T. Imagen
creada con BioRender.

52



introduccion

Aunqgue se han estudiado en menor medida que las respuestas innatas, la EP
también puede provocar respuestas inmunes adquiridas, es decir, respuestas
neuroinflamatorias que son especificas segun los antigenos desencadenantes.
Los principales efectores de estas respuestas son los linfocitos T, que modulan
a su vez la respuesta de otras células inmunes, y los linfocitos B, que producen
respuestas humorales generando anticuerpos especificos (Schonhoff et al.,
2020). La infiltracion de linfocitos T colaboradores (CD4") y citotoxicos (CD8™)
del sistema inmunitario periférico se ha detectado en cerebros postmortem y
modelos de EP (Brochard et al., 2009; Sanchez-Guajardo et al., 2010). Ademas,
se ha visto que péptidos derivados de aSyn pueden ser reconocidos por
linfocitos T colaboradores y citotoxicos derivados de pacientes de EP,
actuando de este modo como epitopos antigénicos (Sulzer et al, 2017). Las
respuestas adquiridas pueden contribuir al proceso inflamatorio mediante la
produccidon de citoquinas proinflamatorias o la activacion de células del

sistema inmunitario innato (Schonhoff et al., 2020).
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HIPOTESIS

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto en relacion con la
fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson y el protagonismo de la proteina
aSyn en la misma, planteamos la siguiente hipotesis:

La protefna aSyn tiene una implicacion fisiolégica en los procesos celulares
afectados en la enfermedad de Parkinson. La alteracion de la dosis génica del
gen SNCA, codificante de oSyn, puede contribuir a la fisiopatologia

neurodegenerativa y a la vulnerabilidad neuronal selectiva.

OBJETIVOS

Con el fin de abordar esta hipotesis, hemos establecido tres objetivos que
conllevan el estudio fisiopatoldgico en paralelo de dos modelos murinos de
aSyn, uno de ausencia y otro de sobreexpresion de dicha proteina, asi como
el anélisis de las regiones implicadas en la via nigroestriada, como principal eje

afectado por la neurodegeneracion dopaminérgica:

1. Establecer y caracterizar el fenotipo motor de modelos murinos de ausencia
(Snca knockout [Snca”"]) y sobrexpresion (SNCA-OVX) de aSyn.
2. Conocer el efecto de la ausencia o la ganancia de funcion de aSyn en:

2.1. La via autofagica-lisosomal.

2.2. La homeostasis mitocondrial y de sus contactos de membrana con

otros organulos determinantes en la fisiopatologia de la EP.

2.3. Los procesos neuroinflamatorios relevantes en la neurodegeneracion.
3. Estudiar las singularidades en las respuestas de la SN, como region que
alberga los somas dopaminérgicos, y el estriado dorsal, como region que
contiene los axones dopaminérgicos y las neuronas receptoras de dichas

aferencias.
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MODELO MURINO

Para el presente estudio se utilizd la cepa B6.Cg-Tg(SNCA)OVX37Rwm
Snca™Resl/) (#023837, The Jackson Laboratory), también denominada SNCA-
OVX, un modelo murino de EP familiar asociada a multiples copias del gen
SNCA. Esta cepa se obtuvo introduciendo un cromosoma artificial bacteriano
con el locus completo de dicho gen, permitiendo que la expresion del
transgén SNCA recapitule la de la proteina enddgena, al insertarse y estar bajo
el control del promotor nativo, asi como de sus zonas reguladoras. Este
modelo fue generado sobre un fondo puro C57BL/6 Snca”™ mediante cruces
con la cepa Snca™® (#003692, The Jackson Laboratory) para evitar
interacciones entre la aSyn enddgena y la humana (Janezic et al,, 2013). Para
estudiar la funcion fisiolégica de aSyn se aprovechd el fondo Snca”™ como
modelo deficiente en dicha proteina, ya que estos animales tienen
interrumpidos los dos primeros exones del gen Snca (Abeliovich et al.,, 2000).
Como control se utilizé la cepa de ratdon de fondo puro C57BL/6.

Todos los procedimientos han sido aprobados por el Comité FEtico de
Experimentacion Animal de la Universitat de Barcelona (CEEA-UB) vy la

Generalitat de Catalunya, con el nimero de registro C-379/17 (9818).

1.1. Expansién de la colonia
La colonia se expandio a partir de individuos hemicigotos para el transgén de
aSyn humana y heterocigotos para el alelo interrumpido del gen Snca (Snca*”
SNCATY). Se realizaron los cruces necesarios hasta obtener los genotipos de
interés, que se llevaron a homocigosis para asegurar los genotipos
embrionarios en los cultivos primarios. Los genotipos obtenidos, por tanto,
fueron Snca** como animales silvestres (wild type), con ambas copias

normales del gen de la aSyn enddgena. En segundo lugar, el genotipo Snca™”
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como modelo de estudio de la funcién de aSyn, ya que posee ambos alelos
del gen Snca interrumpidos y ausencia de transgén humano; finalmente, el
genotipo Snca”~ SNCATT9 (SNCA-OVX) es el modelo empleado para el
estudio de la fisiopatologia de la EP, al poseer el doble de expresion de aSyn
humana respecto a la enddgena en los animales silvestres (Janezic et al,, 2013).
Tanto los animales Snca”” como los animales SNCA-OVX son viables y fértiles
y poseen una esperanza de vida normal. La colonia se expandié inicialmente
mediante sistema de cruces continuos. A los 21 dias postparto las crias fueron
destetadas, sexadas e identificadas mediante perforacion de oreja y asignacion
de nimero de camada. Se tomd como muestra la propia perforacion de oreja
para el posterior genotipado. Los animales fueron alojados en la Unidad de
Experimentacion Animal del Hospital Sant Joan de Déu, en jaulas de tipo 500
(Panlab) con lecho de serrin y viruta para formar los nidos. Las condiciones de
alojamiento fueron de 20-23 °C de temperatura, 45-60 % de humedad vy

ciclos de 12 horas de luz/oscuridad, con comida y agua a demanda.

1.2. Sistema de genotipado
Dada la naturaleza del modelo SNCA-OVX, el genotipado de esta colonia esta
compuesto por dos reacciones en cadena de polimerasa (PCR), una de tipo
estandar y otra de tipo cuantitativo (QPCR). EIl DNA gendmico (gDNA) se
extrajo de muestras de oreja con un kit comercial basado en columnas de
purificacion (Quick-DNA Miniprep Plus Kit, Zymo Research). La concentracion y
pureza del gDNA obtenido se midié con un NanoDrop One (ThermoFisher
Scientific). Por tanto, de cada muestra se determind: i) la presencia o ausencia
del alelo mutante que tiene interrumpidos los primeros exones del gen Snca 'y
i) la presencia y cantidad de transgén SNCA para saber si se encontraba en
hemicigosis u homocigosis. Las tablas 2 y 3 muestran las secuencias de

oligonucledtidos y las condiciones empleadas.
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La PCR estandar se llevd a cabo con el KAPA2G Robust HotStart PCR Kit
(Roche). Los tamafios de los fragmentos generados para cada genotipo
fueron: 192 pares de bases (pb) para el alelo mutante (individuos Snca™), 105
pb para el alelo normal (individuos Snca**) y ambas bandas en individuos

heterocigotos (Snca*").

La gPCR se realizd utilizando PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied
Biosystems) vy los oligonucledtidos indicados en la mitad inferior de la Tabla 2.
Previamente al genotipado se llevd a cabo una curva patrén y se compararon
distintos métodos de extraccion de gDNA, para descartar aquellos con
presencia de contaminantes que inhibieran la reaccion. Se considera una
buena curva aquella con una eficiencia de entre 90 y 110 %, una pendiente de
-3.3 (la diferencia de ciclos esperada por un factor de dilucion 10) y un
coeficiente de determinacion (R%) de al menos 0.99. Se emplearon 10, 20, 40 y
100 ng totales de gDNA mediante diluciones seriadas y se selecciond el Quick-
DNA Miniprep Plus Kit como método de extraccion, al cumplir todos los
requisitos mencionados. Para el genotipado se utilizaron inicialmente dos
puntos de la curva para asegurar los resultados obtenidos (20 y 40 ng) y como
controles de genotipo conocido un hemicigoto y un homocigoto para el
transgén de aSyn humana. La gPCR se realizd con el QuantStudio 6 Flex Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo de ciclos

recomendado por el fabricante, y se analizd con el software correspondiente.
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Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para el genotipado de la colonia SNCA.

Nombre Especie Secuencia (5' = 3% T2 anill.
Snca Forward Raton TCAGCCACGATAAAACTGAGG 57°C
Wild type Snca Reverse Raton GTGAGGGCTGTGGGTATCTG 59 °C
Mutant Snca Reverse Raton GCCTGAAGAACGAGATCAGC 57°C
SNCA Transgene Forward ~ Humano CCTCCTGTTAGCTGGGCTTT 57 °C
SNCA Transgene reverse Humano ACCACTCCCTCCTTGGTTTT 55°C
IPC Forward Ratén CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 63 °C
IPC Reverse Raton GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 67 °C

T2 anill.: temperatura de anillamiento. IPC: Internal Positive Control (gen de la interleuquina-2
murina).

Tabla 3. Programa de ciclos empleado para el genotipado del gen Snca por PCR estandar.
Paso Ta Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min

2 Desnaturalizacion 94 °C 20s

10 ciclos
3 Anillamiento 65 °C 155 -0.5 °C por ciclo en el
4 Elongacion 68°C 10 paso 3 (Touchdown)
5 Desnaturalizacion 94 °C 15s
6 Anillamiento 60 °C 155 28 ciclos
7 Elongacion 72 °C 10s
8 Elongacion final 72 °C 2 min
9 Mantenimiento 10 °C co
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1.3. Evaluacién motora

1.3.7.  Rotarod acelerado
Para evaluar su coordinacion motora, los animales fueron sometidos a la
prueba del rotarod (Dunham and Miya, 1957). La prueba del rotarod
acelerado consiste en colocar al animal en un cilindro que acelera de forma
constante desde 4 revoluciones por minuto (rpm) a 40 rpm, durante un
periodo de 5 minutos (Brooks and Dunnett, 2009) (Figura 15). La latencia de
caida, es decir, el tiempo que tarda cada animal en caer, nos informara de la
coordinacion motora del mismo. La prueba se realizd en animales de 3, 6y 12
meses de edad con un Rota Rod LE8205 (Panlab). Todos los ratones se
pesaron previamente a cada prueba para evitar diferencias asociadas al peso,
y se aclimataron a la sala durante 1-1.5 horas. Los animales realizaron un dia
de entrenamiento en el cual cada uno debia mantenerse 60 segundos a una
velocidad constante de 4 rpm. Aquellos animales que no superaron este
entrenamiento, en un maximo de 10 minutos totales de intentos, fueron
descartados de la prueba. La prueba se llevd a cabo en los tres dias
consecutivos al entrenamiento para poder comparar diferencias en la
coordinacion motora y en la progresion de cada genotipo en esos tres dias
(McFadyen et al., 2003). En cada dia de prueba (sesion), cada animal realizd
tres intentos para completar el periodo de 5 minutos, con un tiempo de
descanso de un minuto. Se anotaron las latencias de caida en cada intento y
se representd la media de los tres intentos para cada animal, sesion y edad.
Las medias se compararon mediante un ANOVA de dos vias de medidas
repetidas, con el cual se pudo analizar el efecto de genotipo, de progresion
entre sesiones y de interaccion entre ambas variables. En caso de ser

significativo, el efecto de genotipo se sometid a comparaciones multiples.
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Configuracion de velocidad
Registro de latencias

Figura 15. Prueba del rotarod acelerado. Imagen real del procedimiento (izquierda) y esquema
ilustrativo indicando la situacién del cilindro y los animales, y la pantalla de configuracién y
registro (derecha). llustracion creada con BioRender.

1.3.2. Andlisis de huellas
El andlisis de las huellas se realizo con el fin de evaluar la forma de caminar de
los animales Snca” y SNCA-OVX a los 6y 12 meses de edad. Los animales se
aclimataron a la sala durante 1-1.5 horas. Las patas traseras de cada animal se
pintaron con tinta al agua no-tdxica para obtener los recorridos, y cada raton
se coloco al principio de un pasillo iluminado de 70 cm de largo, 9 cm de
ancho y 7 cm de alto que terminaba en una caja oscura. El pasillo se recubrié
con papel de filtro para que se marcaran las huellas (Figura 16). Cada animal
genero tres recorridos consecutivos que fueron escaneados para su posterior

andlisis mediante el programa Imagel (NIH, http://rsb.info.nih.gov/i)). Se

analizaron 9 huellas individuales (3 huellas por recorrido) y 12 medidas de
zancadas (4 medidas por recorrido) para cada individuo. Los pardmetros
analizados en las huellas fueron la expansion de los dedos y la longitud
plantar. Los parametros analizados en las zancadas fueron la longitud vy el

angulo.
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Caja oscura

Pasillo iluminado

lq -~ — PN Py
- - b 5
Recorrido

Figura 16. Procedimiento para el andlisis de huellas. Imagen real del procedimiento (izquierda) y
esquema ilustrativo indicando la situacion del pasillo, el animal y la caja, asi como el recorrido
resultante (derecha). llustracion creada con BioRender.

1.4. Obtencién de muestras frescas de tejido cerebral de raton
Las muestras de corteza, estriado y mesencéfalo ventral (vM) se obtuvieron
tras el sacrificio por dislocacion cervical de animales de 6 y 12 meses de edad.
Se extrajo el cerebro y se colocod sobre una matriz de diseccion que permite
obtener secciones coronales de 1 mm de grosor. Las muestras de vM se
obtuvieron recogiendo las fracciones ventrales correspondientes a la region
comprendida entre las coordenadas 2.70 mm y 3.77 mm posteriores a
bregma (figuras 53 a 63 del atlas cerebral de raton de Paxinos y Franklin). Para
determinar qué secciones estaban mas enriquecidas en substantia nigra (SN)
se seleccionaron, posteriormente, mediante la inmunodeteccion del marcador
dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH) por Western blot, siendo las fracciones
12 y 13 las seleccionadas en disecciones posteriores (Figura 17). El estriado y la
corteza se diseccionaron manualmente (Spijker, 2011). Todas las muestras se
congelaron inmediatamente en N2 liquido y se almacenaron a -80 °C para su
posterior extraccion proteinica. En caso de extraccion de RNA, las muestras se

sumergieron en trizol seguin su peso vy se almacenaron a -80 °C.
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Atlas Fraccién
Fraccion 11 4 a
@ )
) . -y = Wild type  Snca’> SNCA-OVX
Fraceion 12 i Fraccion 111213 111213 111213
( @ " —
Fraccién 13 - Y b aSyn | —=—— -——

2 &
@ BACting| “S—————— -
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Figura 17. Procedimiento de diseccién y seleccién de muestras de mesencéfalo ventral. La matriz
de diseccion permite la ubicacion del cerebro y su division en fracciones de 1 um. Las fracciones
aproximadas correspondientes a la localizacion de la substantia nigra, tomando como referencia
el atlas de Paxinos y Franklin, se recogieron de forma individual. Estas fracciones se sometieron a
Western blot para detectar aquellas con mayor cantidad de tirosina hidroxilasa, como forma
indirecta de seleccionar las fracciones con mas neuronas dopaminérgicas.

1.5. Obtencién de cortes cerebrales fijados mediante perfusion
intracardiaca

La perfusion intracardiaca se realizé en animales de 3, 6 y 12 meses
previamente anestesiados. La anestesia se administrd via intraperitoneal y
consistia en una mezcla de ketamina/xilacina (100/10 mg/kg). Previamente al
procedimiento se evalud el plano anestésico con el reflejo de la estacion
(intento de incorporacion sobre las extremidades) y el reflejo podal tras la
compresion de los dedos de las extremidades. Una vez comprobada la
desaparicion de estos reflejos, se procedié a la apertura de la cavidad toracica
para acceder al ventriculo izquierdo, donde se inserté la aguja conectada a la
bomba de infusion intravenosa (Alaris CC), y se realizd una incision en la
auricula derecha para permitir la salida de flujo del sistema circulatorio. El flujo

de bombeo se fij6 a 300 mL/h y se inyectaron 100 mL de tampodn fosfato

68



material y métodos

salino (PBS), para la limpieza del tejido, seguidos de 100 mL de
paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS como fijador. Una vez concluida la
perfusion, se extrajo el cerebro ya fijado del créaneo vy se llevd a cabo una
postfijacion de 24 horas en PFA 4 % en PBS. El cerebro fue entonces
criopreservado con un gradiente de sacarosa, sumergiéndolo sucesivamente
en tampodn fosfato (PB) 0.1 M al 10 %, 20 % y 30 % de sacarosa. La inclusion de
los cerebros en medio de congelacion OCT se realizd colocandolos en un
bafio de isopentano sobre N: liquido. Una vez embebidas en OCT, las
muestras se guardaron a -80 °C o se colocaron en el criostato (Leica
Biosystems) para proceder a la obtencién de secciones de 40 um de grosor.
Los cortes se recogieron en placas con solucion anticongelante (30 % glicerol,

30 % etilenglicol, 40 % PB 0.1 M, pH 7.4) y se guardaron a -20 °C hasta su uso.

MODELOS CELULARES

2.1. Cultivo primario de mesencéfalo ventral
El cultivo primario de neuronas dopaminérgicas se llevd a cabo mediante la
diseccion del mesencéfalo ventral de embriones a 12.5 y 14.5 dias de
gestacion. Los embriones se extrajeron de los cuernos uterinos y se colocaron
en placas con medio de diseccion GHEBS (glucose HEPES buffer solution; 137
mM NaCl, 2.7 mM KCl, 22.2 mM glucosa, 25 mM HEPES, pH 7.4, y 20 IU/mL
penicilina mas 20 mg/mL de estreptomicina) en hielo. El cerebro se extrajo y
se someti® a dos cortes para aislar el mesencéfalo del prosencéfalo vy
rombencéfalo. Las meninges fueron eliminadas y el mesencéfalo se abrid por
la parte dorsal, de forma que la parte ventral quedé en el centro de la pieza y
se descartaron las regiones externas (dorsales). En condiciones de esterilidad,
los mesencéfalos se lavaron con GHEBS estéril y se procedid a su digestion

enzimatica. La digestion enzimatica se realizd con papaina a 0.3 mg/mL
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(Roche) en GHEBS, suplementada con DNasa | (Roche) a 1 mg/mL, durante 15
minutos a 37 °C. La digestion se inactivd con el medio de siembra, Dubelcco's
Modlified Eagle Medium con la mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F-12) (Merck)
suplementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS) inactivado, 10 % de suero
de caballo y gentamicina 10 ug/mL. Se procedid entonces a la disgregacion
mecanica hasta obtener una suspension celular homogénea, descartando los
trozos restantes no disgregados. La mezcla se filtrd con un tamiz celular de 40
um de tamafio de poro (Corning) y se centrifugd a 100 g durante 5 minutos. El
pellet se resuspendid en el medio de siembra, y se procedio al contaje celular
con camara de Neubauer y ajustandose la suspension a la concentracion
deseada. Las células se sembraron en placas p24 (Sarstedt) con cubreobjetos
de 12 mm (VWR) pretratados con poli-D-lisina (Merck) a 100 pg/mL en
tampoén borico-borato 150 mM, pH 8.3, y laminina (Merck) a 10 pg/mL en
medio de siembra, ambas incubadas durante una noche a 37 °C. Las neuronas
se mantuvieron hasta el dia in vitro (DIV) 7, realizando un cambio del 50 % del

medio a DIV4.

2.2. Cultivo primario estriatal
El cultivo primario de neuronas estriatales se llevd a cabo mediante la
diseccion de los dos estriados de embriones a 16.5 dias de gestacion. Los
embriones se extrajeron de los cuernos uterinos y se colocaron en placas con
medio de diseccion GHEBS en hielo. El cerebro se extrajo y se eliminaron las
meninges. Mediante dos cortes corticales paralelos a la linea media se accedio
a los estriados para su recoleccion. En condiciones de esterilidad, los estriados
se lavaron con GHEBS estéril y se procedié a su digestion enzimatica con
tripsina al 0.05% (Merck) a 37 °C durante 10 minutos. La tripsina se inactivd
con DMEM/F-12 suplementado con 10 % FBS inactivado y 10 ug/mL de

gentamicina (Gibco). Se procedid entonces a la disgregacion mecanica hasta
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obtener una suspension celular homogénea, descartando los trozos restantes
no disgregados. La mezcla se filtré con un tamiz celular de 40 ym de tamafio
de poro (Corning) y se centrifugd a 200 g durante 5 minutos. El pellet se
resuspendio en 1 mL de medio Neurobasal (Gibco) suplementado con 1 % de
GlutaMax (Merck), 2% de B-27 (Gibco) y 10 ug/mL de gentamicina (Gibco). Se
procedio al contaje celular con cdmara de Neubauer y se ajusto la suspension
a la concentracion deseada. Las células se sembraron en placas p24 (Sarstedt)
con cubreobjetos de 172 mm (VWR) para inmunofluorescencia, o en placas p6
para Western blot. Las placas fueron pretratadas con poli-D-lisina (Merck) a
100 pg/mL en tampdn borico-borato 150 mM, pH 8.3, y laminina (Merck) a 10
ug/mL en medio de siembra, ambas incubadas durante una noche a 37 °C.
Las neuronas se mantuvieron hasta DIV7, realizando un cambio del 50 % del
medio a DIV4 (Figura 18), en el cual se afiadio citarabina (AraC) a 1 uM vy se

elimind el FBS para evitar la proliferacion excesiva de células gliales.

Figura 18. Neuronas estriatales embrionarias en cultivo a DIV4. Imagen de campo claro con el
objetivo 20x.

2.3.Tinciones y tratamientos

Para visualizar las mitocondrias, las neuronas en cultivo de vM se tifieron con

MitoTracker DeepRed (MTDR) (Invitrogen) a 200 nM durante 30 minutos a 37
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°C, tras lo cual se continué con el procedimiento habitual de fijacion e
inmunofluorescencia para la deteccién de TH (pagina 75). Para la inhibicion
lisosomal, las neuronas estriatales se trataron con Bafilomicina AT (Merck) a

200 nM durante 4 horas a 37 °C.

ANALISIS DE PROTEINAS

3.1. Inmunodeteccion de proteinas por Western blot
3.1.7.  Extraccion, cuantificacion de proteina y preparacion de muestras
El extracto proteinico de las muestras cerebrales diseccionadas se obtuvo
afiadiendo entre 100 y 500 plL de tampodn de lisis (50 mM Tris HCl a pH 7.4, 1.5
mM MgClz, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 % Tritdn X-100), suplementado con
inhibidores de proteasas (0.1 mM PMSF y coctel de inhibidores de Roche 1x) y
fosfatasas (50 mM NaF y T mM Na2VOs). Las muestras se mantuvieron en hielo
durante todo el procedimiento y se homogeneizaron con un homogeneizador
Polytron. En el caso de los cultivos neuronales, se afiadieron entre 75y 100 ulL
de tampodn de lisis al pocillo, y se despegaron y recogieron las neuronas
utilizando un scraper o rascador celular (Sarstedt). Tras 20 minutos de
incubacion con tampoén de lisis, las muestras se sometieron a una
centrifugacion de 13200 rpm 20 minutos a 4 °C. La concentracion proteinica
del sobrenadante (extracto proteinico) se cuantificé por colorimetria con el
Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific), con concentraciones
conocidas de seroalbimina bovina (BSA) para establecer la recta patrén. Se
prepararon muestras de 30-40 ug de proteina total con la cantidad de
tampoén de carga 4x (62.5 mM Tris HCl a pH 6.8, 10 % glicerol, 2.3 % SDS, 0.1
% azul de bromofenol, 5 % B-mercaptoetanol) correspondiente, y se hirvieron
a 95 °C durante 5 minutos. Las muestras hervidas se guardaron a -20 °C hasta

su uso o se cargaron directamente en geles de poliacrilamida.

72



material y métodos

3.1.2.  Electroforesis en geles SDS-PAGE
Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para la
separacion de proteinas por tamafio. El gel separador se prepard con bis-
acrilamida al 5-15 %, segun los tamafios de las proteinas de interés, en
tampon Tris HCl a 1.5 My 14 mM SDS a pH 8.8. El gel concentrador se
prepard con bis-acrilamida al 4.75 % en tampon Tris HCla 0.5 My 14 mM SDS
a pH 6.8. En ambos geles se afiadieron tetrametiletilendiamina (TEMED) y
persulfato de amonio como agentes de catélisis y polimerizacion de
acrilamida. El gel corrié en condiciones desnaturalizantes en tampon de
electroforesis (25mM Tris HCl, 200 mM dlicina y 1.7 mM SDS) a voltaje
constante de 70-90 V. Para el marcaje de los pesos moleculares se cargo el
marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder

(ThermoFisher Scientific).

3.1.3. Transferencia humeda y Western blot
Posteriormente a la electroforesis en gel, las muestras fueron electro-
transferidas a membranas de PVDF de 0.45 um de tamafio de poro (GE
Healthcare) para la detecciéon de las proteinas de interés. La transferencia se
llevo a cabo durante 90 minutos a 4 °C, a un voltaje constante de 90 V, en
tampon de transferencia (25 mM Tris HCl a pH 8, 19.2 mM glicina y 10-20 %
metanol). Las membranas se bloguearon con 5 % de leche desnatada en
polvo o BSA en solucion salina tamponada con Tris, con Tween (TBS-T: 25 mM
Tris HCl a pH 8, 50 mM NaCl, 2.5 mM KCl y 0.1 % Tween-20), para minimizar
las interacciones inespecificas. A continuacion, se incubaron con los
anticuerpos primarios (pagina 79) para la deteccion de las protefnas de
interés, diluidos en TBS-T (pudiendo suplementarse con 5% de leche o BSA,
segun las necesidades del anticuerpo). La incubacion se llevo a cabo durante

toda la noche a 4 °C en agitacion. Los restos de anticuerpo primario no unido
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se eliminaron de la membrana mediante tres lavados con TBS-T en agitacion.
Se procedid entonces a la incubacion, durante 1hora a temperatura ambiente
y en agitacion, con los anticuerpos secundarios correspondientes (pagina 80),
conjugados a HRP y diluidos en TBS-T con 5 % de leche desnatada en polvo.
Tras esta incubacion, se lavo el excedente de anticuerpo secundario con tres
lavados con TBS-T en agitacion y se procedio al revelado de las membranas.
La deteccion quimioluminiscente se realizd incubando las membranas 2
minutos con una mezcla 1:1 de los reactivos del Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare), y se procedio al revelado en el
[Brigth CL1000 Imaging System (ThermoFisher Scientific). La cuantificacion
densitométrica de las bandas se realizd mediante el programa Image) (NIH,

http://rsb.info.nih.gov/ij) y se relativizaron las proteinas de interés a las

proteinas control correspondientes (proteinas no fosforiladas o proteinas

housekeeping).

3.2.Inmunodeteccién de proteinas por inmunofluorescencia

321, Inmunofluorescencia en cortes de tejido fijado congelado
Los restos de anticongelante se eliminaron de los cortes de interés mediante
dos lavados de 30 minutos en PB y un lavado de 5 minutos en PBS. Los cortes
se sumergieron entonces en solucion de blogueo y permeabilizacion (4 %
BSA, 5 % suero de cabra o burroy 0.1 % tritébn en PBS), tras lo cual se lavaron
con PBS y se incubaron en flotacion durante 48-72 horas con los anticuerpos
primarios (pagina 79) diluidos en solucién de incubacion (4 % BSA, 1 % suero
de cabra o burro, opcionalmente 0.1 % Triton X-100, en PBS), a 4 °C. Tras lavar
el excedente de anticuerpo primario con PBS, los cortes se incubaron durante
2 horas en flotacién con los anticuerpos secundarios correspondientes (pagina
80), diluidos en solucién de incubacion. Finalmente, se llevaron a cabo dos

lavados sobre el tejido, durante 20 minutos en PB, y un Ultimo lavado de 20
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minutos en PBS, tras el cual se procedid al montaje de los cortes sobre
portaobjetos en Fluoromount-G Mounting Medium con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Invitrogen), sellandose a continuacion los cubreobjetos sobre

el portaobjetos.

322 Inmunofluorescencia de neuronas en cultivo
Las neuronas sembradas en cubreobjetos de 12 mm (VWR) se fijaron durante
20 minutos con PHEM (60 mM Pipes, 25 mM HEPES, 5 mM EGTA, T mM
MgClz) suplementado con 0.25 % de glutaraldehido, 4 % de PFA y 4 % de
sacarosa, pH 7.4. Se hicieron tres lavados para eliminar los restos de fijador,
con PB 0.1 M, y se guardaron las células en PB con azida sédica al 0.2 % a 4
°C hasta su uso. En caso de continuar con el procedimiento de
inmunofluorescencia, las neuronas se incubaron 1.5 horas en solucion de
permeabilizacion y bloqueo (4 % BSA, 0.5 % Triton X-100 en PB 0.1 M), y toda
la noche con los anticuerpos primarios (pagina 79) diluidos en la misma
solucion, a 4 °C. Se elimind el anticuerpo primario con tres lavados de PB, tras
lo cual se incubaron las células 1.5 horas en solucion de permeabilizacion y
blogqueo con los anticuerpos secundarios correspondientes (pagina 80). Se
elimind el anticuerpo secundario con tres lavados de PB y se procedio al
montaje sobre portaobjetos en Fluoromount-G Mounting Medium con DAPI

(Invitrogen), sellandose a continuacion los cubreobjetos sobre el portaobjetos.

3.3.Anélisis de interacciones proteinicas mediante Ensayo de
Ligacion por Proximidad (PLA)

Las neuronas estriatales sembradas en cubreobjetos se fijaron con PHEM, y se

permeabilizaron con Triton X-100 al 04 % durante 10 minutos.

Posteriormente, se procedid segun las instrucciones del kit comercial (Duolink

In Situ Proximity Ligation Assay, Merck). Brevemente, las neuronas se
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incubaron con la solucion de bloqueo 1 hora en una cadmara hiumeda
precalentada a 37 °C. A continuacion, se incubaron con los anticuerpos
primarios especificos diluidos (1/200) en la solucién correspondiente, durante
una noche a 4 °C en la camara himeda. Al dia siguiente, se llevd a cabo la
incubacion con las sondas, complementarias y dirigidas a cada anticuerpo
primario, durante 1 hora a 37 °C en la camara himeda, y la ligacion de las
mismas, durante 30 minutos a 37 °C. Finalmente, la amplificacion se llevo a
cabo incubando las neuronas con la enzima diluida segun lo indicado, durante
100 minutos a 37 °C en la camara humeda. Entre cada paso se realizaron los
lavados con los tampones y los tiempos indicados. Para visualizar las
neuronas, tras el ensayo de ligacion se llevd a cabo una inmunofluorescencia
para detectar el marcador neuronal Blll-tubulina (TUBB3), segun lo descrito en
el apartado anterior. El montaje final sobre portaobjetos se realizé en Duolink
In Situ Mounting Medium con DAPI, y las preparaciones se guardaron a -20 °C

hasta su visualizacion.

4. TRANSCRIPTOMICA (RNASEQ)

La extraccién de RNA se llevd a cabo en muestras de estriado y vM tras su
homogeneizacion en trizol con el kit Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo
Research), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se
cuantifico la concentracion de RNA de las muestras en el fluorimetro Qubit™ 4
(Invitrogen), utilizando para ello el Qubit RNA BR Assay Kit (Life Technologies).
La calidad de las muestras fue analizada por parte del Centro Nacional de
Anélisis Gendmico (CNAG-CRG) mediante un ensayo de RNA 6000 Nano
Bioanalyzer (Agilent Technologies) y se comprobd su integridad (RIN>7). El
analisis bioinformatico posterior se llevé a cabo en la Unidad de Bioinformatica
del Hospital Sant Joan de Déu. En primer lugar, se llevo a cabo un control de

calidad de los datos crudos (archivos FASTQ) utilizando el software FastQC

76



material y métodos

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), y los adaptadores y las

bases de baja calidad (Phred score < 20) se eliminaron con el software
Cutadapt (Martin, 2011). Las lecturas se alinearon con STAR (Dobin et al., 2013)
y con el método de pseudoalineamiento Kallisto (Bray et al, 2016) para la
cuantificacion de genes. Se realizd un Andlisis de Componentes Principales
para garantizar la calidad de las muestras. Para obtener la expresion
diferencial de genes se utilizd DESeq?2 (Love et al, 2014) aplicando una
distribucion binomial negativa. El andlisis de enriquecimiento de los genes
diferencialmente expresados se realizé con la base de datos DAVID (Huang et
al., 2009a, 2009b), y se eliminaron los términos redundantes de componentes
celulares para su visualizacion utilizando la herramienta REVIGO (Supek et al.,
2011) con los parametros por defecto. El Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
se hizo con GenePattern (Reich et al,, 2006) utilizando el modulo ontolégico
c5.all.v7.4. Los heatmaps se generaron con la funcién heatmap.2 del paquete

gplot de R.

5. MICROSCOPIA

5.1. Microscopia 6ptica
Las imagenes de campo claro de cultivos neuronales se tomaron con un
microscopio invertido Leica DMIL LED Fluo (Leica Microsystems), utilizando los

objetivos de 10x y 20x aumentos.

5.2.Microscopia confocal
Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron adquiridas con el
microscopio confocal Leica TCS SP8 X White Light Laser (Leica Microsystems),
utilizando los objetivos HC PL APO CS 10x/0.40 DRY y HC PL APO CS2

20x/0.75 IMM para las muestras de tejido cerebral, y el objetivo de aceite HC
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PL APO (CS2 63x/1.40 OIL para los cultivos neuronales. Para los tejidos
cerebrales a 10x se tomaron imagenes de 15 planos en Z a 3.5 um de grosor;
para los de 20x, 15 planos a 1.5 um de grosor. Las imagenes de cultivos
neuronales se adquirieron a 63x, y se tomaron de 8 planos en Z a 1 um de
grosor, o de 15 planos a 0.6 um de grosor en caso de requerir mayor detalle
de imagen. La configuraciéon de laser se mantuvo para los analisis de
intensidades, fijando los parametros en la muestra de mayor intensidad. El
procesado de iméagenes se realizé con el programa Leica Application Suite X

(LAS X) (Leica Microsystems).

5.3. Microscopia electrénica de transmision
La preparacion de muestras para microscopia electronica se realizd en
colaboracion con el Centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica
(CBATEG) de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB). Las regiones de
interes (estriado y SN) se obtuvieron seguin lo descrito anteriormente. Las
secciones de 1 mm? se fijaron en 2.5 % de glutaraldehido, 2 % de PFA en PB,
ajustado a pH 7.7, a 4°C. A continuacién, se procedié a realizar varios lavados
con PB 0.1 My a la postfijacion y contraste de las muestras con tetradxido de
osmio al 1 % durante una hora a 4 °C. Las muestras fueron lavadas con agua
mili Q y deshidratadas en acetona a concentraciones crecientes.
Posteriormente, para su inclusion, se sumergieron en ratios crecientes de
resina:acetona. Una vez las muestras quedaron completamente infiltradas en
resina Spurr, se llevé a cabo la polimerizacion de la misma, durante 3 dias a 60
°C. Las secciones semifinas vy ultrafinas (70 nm) se obtuvieron con el
ultramicrotomo Leica EM UC6 (Leica Microsystems). Previa observacion con el
microscopio electronico de transmision Jeol JEM-1400 (Leol Ltd., Tokyo,
Japan), las rejillas fueron contrastadas con citrato de plomo (solucién

Reynolds) y acetato de uranilo.
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6. ANTICUERPOS

Proteina

aSyn
asSyn
a-Tubulina
B-Actina
Beclina-1
CD206
CD86
DARPP-32
DRD1
DRD2
ERK1/2

GDAP1

Ibal
INK
Lamp1
LampT
LC3B
NFkB

p62

p-ERK1/2
p-JNK
p-NFkB

TH

TH
TUBB3
TUBB3

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados en este trabajo

Tipo
Monoclonal ratén
Policlonal conejo
Monoclonal raton
Monoclonal raton
Policlonal conejo

Policlonal cabra
Policlonal rata
Monoclonal ratén
Policlonal rata
Policlonal conejo

Policlonal conejo

Policlonal conejo

Policlonal conejo
Policlonal conejo
Policlonal conejo
Policlonal conejo
Policlonal conejo

Policlonal conejo

Policlonal conejo

Policlonal conejo
Policlonal conejo
Policlonal conejo

Monoclonal ratéon

Policlonal conejo
Monoclonal ratén

Policlonal conejo

material y métodos

Referencia y casa
comercial
3H2897 (SCBT)

2628 (CST)
T6199 (Sigma-Merck)
A5316 (Sigma-Merck)

3738 (CST)

AF2535
553689 (BD Biosci)
sc-271111 (SCBT)
D2944 (Sigma-Merck)
AB5084P (Millipore)
4695 (CST)

HPA024334
(Sigma-Merck)
019-19741 (Wako)

9252 (CST)
ab24170 (Abcam)
L1418 (Sigma-Merck)
L7543 (Sigma-Merck)
3034 (CST)

P0067 (Sigma-Merck)

4370 (CST)
9251 (CST)
3031 (CST)

229471 (ImmunoStar)
P40101 (Pel-Freez Bio)
G7121 (Promega)
T2200 (Merck)

Dilucién y
uso
1/500 (WB)

1/50 (IF)

1/2000 (WB)
1/8000 (WB)

1/1000 (WB)
17100 (IF)
1/100 (IF)
1/50 (IF)
17200 (IF)
1/200(1F)

1/300 (WB)

1/500 (WB)
17200 (IF)
1/300 (WB)
17100 (IF)
1/500 (WB)
1/500 (WB)
1/300 (WB)

175000 (IF)
1/1000 (WB)
171000 (IF)

1/800 (IF)
1/500 (IF)
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Tabla 5. Anticuerpos secundarios empleados en este trabajo

Referencia y casa

Nombre : Dilucién y uso
comercial
Goat anti-Mouse IgG (H+L) )
A-11029 (Invitrogen) 1/500 (IF)
Alexa Fluor 488
Goat anti-Mouse IgG (H+L) .
A-11032 (Invitrogen) 1/500 (IF)
Alexa Fluor 594
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) )
A-11034 (Invitrogen) 1/500 (IF)
Alexa Fluor 488
Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) )
A-21207 (Invitrogen) 1/500 (IF)
Alexa Fluor 594
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) )
A-21070 (Invitrogen) 1/500 (IF)
Alexa Fluor 633
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) HRP 31460 (Invitrogen) 1/10000 (WB)
Goat anti-Mouse 1gG (H+L) HRP 62-6520 (Invitrogen) 1/10000 (WB)

IF: inmunofluorescencia. WB: Western blot

7. ANALISIS DE DATOS

7.1. Analisis de imagen

El andlisis de imagen se realizé con el programa Image) (NIH,

http://rsb.info.nih.gov/ij), con la proyeccion maxima de los planos en Z. Para la
comparativa de intensidades, las imagenes de tejido estriatal se analizaron
seleccionando varios campos como regiones de interés (ROIs), y sustrayendo
la intensidad de fondo de cada campo. Las imégenes de SNc se analizaron en
ROlIs celulares, descartando la zona del nucleo, y sustrayendo la intensidad de
fondo adyacente a cada célula. Los anélisis de area se hicieron mediante ROls
o estableciendo umbrales. Los contajes de puntos o células se realizaron con
la herramienta Multi point. EI analisis de p62 en areas no dopaminérgicas se

llevd a cabo con MATLAB R_2018a (The MathWorks Inc.).
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7.2. Analisis estadistico
El analisis estadistico se llevd a cabo con el software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software Inc.). Se evalud la normalidad de los datos utilizando los
tests de Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino-Pearson y Shapiro-Wilk. En caso de
cumplir la distribucion normal, los genotipos se compararon con la prueba
ANOVA de una via; en caso de no cumplirla o de baja n, se realizd la prueba
no paramétrica Kruskal Wallis. Si el resultado obtenido era estadisticamente
significativo, las comparaciones multiples se realizaron, respectivamente, con
el test LSD de Fisher y el test de Dunn, indicandose en la propia figura de la
siguiente forma: *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001. Para el andlisis de dos
variables independientes y su interaccion, se realizd la prueba ANOVA de dos
vias, indicandose en el pie de figura los P valor y estadisticos F relevantes. Las
gréaficas se hicieron utilizando el paquete ggplot2 de R, representandose los
datos en gréficos de barras en caso de pruebas paramétricas, y en diagramas

de cajas en caso de pruebas no paramétricas.
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CAPITULOI.

CARACTERIZACION DE LOS MODELOS MURINOS DE AUSENCIA O
KNOCKOUT (SNCA™") Y SOBREEXPRESION (SNCA-OVX) DE oSYN

Para el establecimiento de los dos modelos murinos se adquirieron ratones
comerciales de la cepa B6.Cg-Tg(SNCA)OVX37RwmSnca™" /) de The
Jackson Laboratory. Los animales recibidos eran heterocigotos para el alelo
mutante sin los exones 1y 2 del gen Snca y no transgénicos (Snca™”), o
hemicigotos para el transgen que contiene el locus completo SNCA humano
silvestre (Snca*’”, SNCA™%). Estos ratones fueron utilizados para la creacion de
la colonia inicial con los tres genotipos de interés: ratones sin aSyn enddgena
(Snca™"), ratones con sobreexpresion de aSyn humana sobre un fondo sin
aSyn murina (Snca”, SNCA™19), denominados SNCA-OVX, y ratones no-
transgénicos con una dotacién normal de oSyn enddgena (Snca™*), que

constituirian el modelo control silvestre (wild type).

Debido a la propia naturaleza del modelo de EP, de sobreexpresion de aSyn
humana sobre un fondo knockout, decidimos aprovechar el modelo knockout
de la proteina endégena como control de transgén y, ademas, extraer
informacion acerca de la funcion biolégica de aSyn en las vias fisiopatoldgicas

estudiadas.

1.1, Establecimiento de las colonias murinas de aSyn mediante
sistema de doble genotipado
Para la amplificacion de la colonia necesitabamos un doble genotipado que
consistia, en primer lugar, en una PCR estandar para determinar la presencia o
ausencia de aSyn enddgena. El tamafio del amplificado cambiaba de 105 a

192 pares de bases (pb) cuando el alelo estaba mutado, debido a la presencia
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del cassette que permite la delecion de los exones 1y 2. Una banda de 105 pb,
por tanto, determinarfa la presencia del alelo silvestre (Snca*/*); dos bandas,
de 105 y 192 pb, aparecerfan en el caso de individuos heterocigotos (Snca*); y
una Unica banda, de 192 pb, serfa lo esperado en caso de un animal con los

dos alelos delecionados (Snca™”) (Figura 19).

Snca

192pb
105pb

Figura 19. Genotipado del modelo murino Snca”". Productos de la PCR del gen de la oSyn murina,
obtenidos en animales Snca” (192 pb, carriles 1, 2, 5y 6), Snca™ (105 y 192 pb, carriles 3y 7) y
Snca*’* (105 pb, carriles 4 y 8). PM: Marcador de peso molecular. Carril 9: control negativo de la
reaccion.

Una vez expandimos la colonia silvestre y Snca””, procedimos a la obtencion
de animales hemicigotos para el transgén sobre un fondo knockout, derivados
de cruces entre animales Snca” y animales Snca*”, SNCA™®. Los individuos
obtenidos, hemicigotos sin aSyn enddgena, se cruzaron entre ellos hasta
generar el genotipo en homocigosis deseado (Snca”’”, SNCA'™T9), que
constituiria nuestro modelo SNCA-OVX. Para ello, necesitdébamos determinar
cuantitativamente la cantidad de transgén para distinguir los individuos
hemicigotos de los homocigotos entre la descendencia. Realizamos gPCRs de
gDNA, utilizando como controles iniciales los animales comerciales
hemicigotos y no transgénicos recibidos. Segun lo esperado, confirmamos que
los homocigotos para el transgén contaban con el doble de dosis que los

25D | s animales no

individuos hemicigotos conocidos, reflejado por el 2
transgénicos, por su parte, no mostraban amplificacion puesto que los
oligonucledtidos cebadores estaban disefiados para la deteccion especifica del

transgén humano (Figura 20).
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Figura 20. Genotipado del modelo transgénico SNCATY8 (SNCA-OVX) (A) Curvas de amplificacion
representativas, obtenidas para el gen control (panel superior) y para el transgén SNCA (panel
inferior), en un animal no transgénico (azul), SNCA™" (rojo) y SNCA™ (verde). (B) Cuantificacion
de la dosis de transgén para el genotipado de individuos no transgénicos, SNCAT?y SNCA™ (n
= 12), obtenida tras la normalizacién con el gen control (ver Tabla 2). Los datos estan expresados
como media + desviacion estandar (SD) y los puntos representan valores de animales individuales.
Rn: valor del reportero normalizado (sefial de fluorescencia).

Analizamos la expresion proteinica de aSyn mediante las técnicas de Western
blot e inmunofluorescencia en distintos tejidos cerebrales de animales de los
tres genotipos de interés (Figura 21). Aunque el anticuerpo utilizado no era
especifico para distinguir la aSyn murina de la humana, sabiamos que la
proteina en individuos silvestres sélo podia proceder de la deteccion de aSyn
enddgena, ya que estos individuos no tenfan amplificacion de transgén en la
gPCR. De modo inverso, en los individuos SNCA-OVX se confirmaba el fondo
Snca”” por PCR estandar, por lo que la detecciéon de la proteina sélo podia

proceder del transgén humano.
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Figura 21. Caracterizacién de los niveles de expresion proteinica de aSyn en los animales silvestres
(wild type) y en los modelos Snca”" y SNCA-OVX. (A) Imagenes de inmunofluorescencia de aSyn
(verde), el marcador neuronal TUBB3 (rojo) y el marcador nuclear DAPI (azul) en corteza,
hipocampo y estriado. Imégenes de inmunofluorescencia de aSyn (verde), tirosina hidroxilasa o
TH (rojo) y DAPI (azul) en substantia nigra pars compacta (SNc). Escala: 500 um. (B) Inmunoblot
representativo de los niveles proteinicos de aSyn en muestras de corteza (CTX), estriado (STR) y
mesencéfalo ventral (vM), con su cuantificacion correspondiente (n = 4). Los datos estan
expresados como media + SD y los puntos representan valores de animales individuales. (C)
Imégenes de inmunofluorescencia de aSyn (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en neuronas
estriatales en cultivo. Escala: 50 um.
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Segun la descripcion del modelo, los animales SNCA-OVX muestran un
aumento de la expresion de aSyn humana de 19 en comparacién a su
expresion enddgena. El perfil de expresion del transgén recapitula el de la
proteina murina, ya que se expresa bajo el control de su promotor natural
(Janezic et al, 2013). Confirmamos que el modelo SNCA-OVX tiene un
incremento de expresion de aSyn en comparacion a los ratones silvestres en
regiones donde se expresa la protelna enddgena, tanto por
inmunofluorescencia (Figura 21A) como por Western blot, con la deteccion de
una banda de 14 kDa (Figura 21B). También observamos este incremento en
cultivos neuronales estriatales (Figura 21C). Ademas, encontramos diferencias
cualitativas en las neuronas TH+ de la SNc del modelo SNCA-OVX, que
presentaban una sefial intensa para oSyn (Figura 21A), quizas debido a una
mayor acumulacién de aSyn en neuronas dopaminérgicas. Por otra parte, la
ausencia de expresion de aSyn en el modelo Snca”™ también fue corroborada

en todos los ensayos mencionados (Figura 21).

1.2. Evaluacién motora de los modelos Snca” y SNCA-OVX
121.  El déficit de oSyn provoca una reduccion temprana de la
coordinacién motora

Aunque estos animales fueron caracterizados fenotipicamente cuando se
publicd el modelo, quisimos evaluar su actividad motora especificamente en
las edades de nuestro estudio (3, 6 y 12 meses de edad). La prueba del
rotarod acelerado constituye un paradigma ampliamente aceptado para la
evaluacion de la coordinacién motora, de modo que analizamos la latencia de
caida de los animales en un periodo de tres minutos en los cuales la velocidad
de rotacion del cilindro aumentaba de 4 a 40 rpm. El procedimiento se repitio
tres dfas consecutivos con el fin de evaluar la progresion conforme aprendian

el procedimiento, y el mismo grupo de animales fue evaluado a los 3, 6 y 12
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meses de edad. Para descartar un posible efecto de peso en el desemperio en
el rotarod, todos los animales se pesaron previamente a la prueba, no

detectandose diferencias significativas entre ellos (Figura 22).
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Figura 22. Peso corporal de los animales silvestres (wild type) y de los modelos murinos Snca” 'y
SNCA-OVX alos 3, alos 6 y a los 12 meses de edad. Los datos estan representados como media
+ SD (n = 9 wild type, n =10 Snca”, n = 9 SNCA-OVX).

Se analizd la latencia media de caida de cada animal (derivada de tres intentos
para completar los tres minutos de duracion de la prueba) en los tres dias
consecutivos a las distintas edades (Figura 23). Las comparaciones multiples
revelaron que los individuos Snca”” tenfan una reducciéon de la latencia de
caida en comparacion a los animales control y/o transgénicos en todas las
sesiones a los 3y 6 meses, y en dos de las sesiones a los 12 meses de edad.
Cuando analizamos la progresion de los genotipos en las tres sesiones, todos
ellos mejoraban con independencia de su genotipo a los 3 y 6 meses. A los 12
meses, en cambio, no habia una mejora estadisticamente significativa en los
animales a través de las sesiones. De hecho, encontramos un declive en la
latencia de caida en los individuos Snca”". Todos estos resultados muestran
que los individuos deficientes en aSyn presentan una pérdida temprana de la
coordinacion motora, que va desde los 3 hasta los 12 meses de edad (Figura
23A), y una reduccion en su desempefio a través de las sesiones en individuos

envejecidos de 12 meses (Figura 23B).
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Figura 23. Evaluacién de la coordinacidn motora mediante la prueba del rotarod acelerado. (A)
Latencias medias de caida de tres intentos para cada animal (n = 9 wild type, n =10 Snca”, n =9
SNCA-OVX), a los 3, 6y 12 meses de edad, durante tres sesiones (dias) consecutivos [Efecto de la
variable “genotipo” a los 3, a los 6 y a los 12 meses respectivamente: Fp, 24y = 4.411, P = 0.0234; Fp,
25 = 3.725, P = 0.0384; F;, 25 = 3.598, P = 0.0424]. (B) Evolucion de la latencia de caida a lo largo
de las tres sesiones en cada edad de estudio [Efecto de la variable “progresién” a los 3 meses, a
los 6 y a los 12 meses respectivamente: Foz, 9613 = 13, P < 0.0007; Faese, 421 = 12.71, P = 0.0007;
Fa7i, 4283 = 1.042, P = 0.3517. Efecto de la interacciéon "Genotipo-Progresion” a los 3 meses, a los 6
y a los 12 meses respectivamente F, 4 = 0.4906, P = 0.7426; Fu, s = 0.3790, P = 0.8226; Fu, s0) =
2.895, P = 0.0312]. Los datos estan expresados como media + SD y los puntos representan valores
individuales. El analisis estadistico se llevo a cabo con el test ANOVA de dos vias de medidas
repetidas, con la variable “progresion” como factor intra-grupo y “genoctipo” como factor entre
grupos.

91



resultados

122, El modelo de sobreexpresion SNCA-OVX presenta una
coordinacion motora normal y una marcada variabilidad en su
desempefio en la tarea del rotarod a los 3 meses de edad

En cuanto al modelo de sobreexpresion SNCA-OVX, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas en la coordinacion motora respecto
a individuos silvestres en ninguna de las edades estudiadas (Figura 23A).
Puesto que a los 3 meses de edad parecia haber dos grupos diferenciados,
uno con bajas latencias de caida y otro con latencias altas en las tres sesiones,
nos preguntamos si la dosis relativa de transgén podria condicionar este
comportamiento. Esta dualidad se perdia a los 6 y 12 meses de edad, lo cual
nos hizo pensar que la interaccion entre el transgén y la edad también podria
estar explicando este efecto y la elevada variabilidad observada en estos
animales. Establecimos una correlacion entre la dosis de transgén SNCA,
determinada en la gPCR, y la latencia de caida media de los animales en cada
una de las edades, esta vez unificando las tres sesiones de cada edad (Figura

24).

Aunque el coeficiente de determinacion (R%) indicaba que casi el 30 % de la
variacion en la latencia de caida era debida a la dosis de transgén en animales

de 3 meses (R?

= 0.2982) esta correlacion no alcanzaba la significacion
estadistica (P = 0.1282). Teniendo esto en cuenta no podriamos afirmar que la
dualidad en el desempefio de animales SNCA-OVX de 3 meses fuera debida a
la dosis de transgén; sin embargo, cabe remarcar que, a los 6 y 12 meses de
edad, los coeficientes de determinacion eran mucho mas reducidos y menos

cercanos a la significacion, coincidiendo con la desaparicion de los dos grupos

con latencias diferenciadas (Figura 24).
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Figura 24. Correlacién entre la coordinacién motora y la dosis de transgén en el modelo SNCA-
OVX. Anédlisis del efecto de la dosis de transgén en individuos SNCA-OVX sobre el desempefio en
la tarea del rotarod acelerado (n = 9). Los puntos representan valores de animales individuales y
se muestra la linea de tendencia.
123 Los animales SNCA-OVX presentan alteraciones de marcha en
comparacion a individuos silvestres y Snca””
Los sintomas motores de la EP incluyen cambios en la forma de caminar de

los pacientes, con pasos mas cortos vy dificultad para iniciar nuevos

movimientos. Quisimos comprobar si nuestro modelo de EP, a pesar de no
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mostrar una afectacion de la coordinacidon motora, podia presentar estos
cambios en su marcha. Para ello llevamos a cabo un analisis de las pisadas a
lo largo de un recorrido (Figura 25). Decidimos realizar esta prueba
posteriormente al analisis del rotarod, por lo que se hizo en los mismos

animales, pero Unicamente a los 6 y 12 meses de edad.

El andlisis de las pisadas se realizd evaluando cuatro parametros en los
recorridos de cada animal, a través del marcaje de sus patas traseras. Dos
parametros (la longitud y el angulo de zancada) estan directamente
relacionados con la forma de caminar del animal, mientras que los otros dos
(expansion de los dedos y longitud plantar) hacen referencia a la huella de la

pata trasera en si misma (Figura 25B).

Los animales con sobreexpresion de aSyn tenfan una reduccion del angulo de
zancada tanto a los 6 (Wild type 107.87 + 7.72° Snca”’” 105.4 + 5.31°; SNCA-
OVX 96.87 + 7.51°) como a los 12 meses de edad (Wild type 104 + 5.50°; Snca
7102.9 + 6.79° SNCA-OVX 89.04 + 6.36°). Lo mismo ocurria en la longitud de
la zancada a los 6 (Wild type 7.26 + 0.54 cm; Snca”™ 7.14 + 0.47 cm; SNCA-
OVX 6.41 + 0.53 cm) y a los 12 meses (Wild type 7.01 + 0.55 cm; Snca” 7.02 +
0.28cm; SNCA-OVX 6.41 + 0.64 cm) (Figura 25A). Al analizar los parametros
de las huellas no encontramos diferencias significativas ni en la expansion de
los dedos ni en la longitud plantar de animales SNCA-OVX. Curiosamente, en
los individuos Snca”” de 12 meses si encontramos tendencias hacia una menor
expansion de los dedos (Wild type 0.91 + 0.04cm; Snca”™ 0.88 + 0.04cm;
SNCA-OVX 0.91 + 0.03cm) y longitud plantar (Wild type 1.33 + 0.04cm; Snca™””
1.29 + 0.08cm; SNCA-OVX 1.35 £ 0.06cm) (Figura 25A).
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De la evaluacion de las huellas concluimos que los animales SNCA-OVX
mostraban unas pisadas mas cortas, congruentes con un fenotipo de marcha

parkinsoniana, aunque en ausencia de una afectacion de la coordinacion

motora a las edades analizadas.

A B
Angulo de zancada (AZ) Longitud de zancada (LZ) .
Wild type Snca’ SNCA-OVX
1401 ]
i
1207 B
> < -
e o I3
8 100 e
o 8 .
© é’ 3 X
80
¥
Lz ; 5, )
60-1 ¥
i ; b
Expansion de los dedos (ED)  Longitud plantar (LP)
1.2 7 1.6 X l"
P=0.0836 4 & #
=10 —
5 5 L % .o,
el 2 ‘- A r
H Lp
® 2}
5 0.8 =}
0.6-
Edad (meses) Edad (meses)
‘ [ wild type O snca [ SNCA-OVX ‘

Figura 25. Anélisis de las huellas traseras. (A) Angulo y longitud de zancada medios de cada
individuo (n = 9 wild type, n = 10 Snca”, n = 9 SNCA-OVX), obtenidos de 12 zancadas (4 por
recorrido), a los 6 y a los 12 meses de edad. Expansion de los dedos y longitud plantar medios de
cada individuo (n = 9 wild type, n = 10 Snca”, n = 9 SNCA-OVX), obtenidos de 9 huellas (3 por
recorrido), a los 6 y a los 12 meses de edad. (B) Iméagenes representativas de los recorridos y

detalle de la huella de animales silvestres (wild type), Snca” y SNCA-OVX, mostrando los
parédmetros analizados en rojo.
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CAPITULO 1.
FISIOPATOLOGIA CELULAR DEL DEFICIT Y SOBREEXPRESION DE oSYN

Las neuronas dopaminérgicas de la SNc son una de las poblaciones
neuronales més afectadas en la EP. Numerosos estudios han indicado que
existe una axonopatia previa a la muerte de estas neuronas (O'Keeffe and
Sullivan, 2018), pero no se han determinado los mecanismos clave que
intervienen en este proceso. Con el fin de determinar las consecuencias que
tiene la falta o la sobreexpresion de aSyn en la biologia de las neuronas
dopaminérgicas, con un enfoque espaciotemporal, analizamos las principales
rutas relacionadas con la EP en el estriado (donde proyectan sus axones las
neuronas dopaminérgicas), y la SNc o mesencéfalo ventral (vM) (donde se
localizan sus cuerpos neuronales), de nuestros modelos de aSyn a distintas
edades. Por otro lado, para el analisis de ciertos parametros, necesitabamos
establecer modelos celulares que confirmaran resultados in vitro de forma
mas reproducible y controlada que los tejidos, y que nos facilitaran el uso de

tratamientos sin necesidad de administracion en los animales.

2.1. Obtencion de modelos celulares para el estudio fisiopatoldgico
del déficit y sobreexpresion de aSyn

Inicialmente nos planteamos como modelo celular el cultivo primario de vM.
Este cultivo ofrecia la ventaja de obtener las neuronas diana de estudio, es
decir, las neuronas dopaminérgicas. Intentamos implementar el protocolo de
obtenciéon de estas neuronas en el laboratorio, comenzando por seleccionar
procedimientos que se ajustaran a la experiencia previa del grupo en cultivos
neuronales. Esto implicaba descartar cultivos postnatales que requerfan
sistemas de co-cultivo, donde se sembraban células gliales previamente a la

siembra neuronal (Lautenschlager et al, 2018b). Los protocolos de cultivos
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embrionarios de vM fijan como limites los dias embrionarios 12.5 y 16.5 (E12.5
y £16.5) para la obtencion de neuronas dopaminérgicas viables. La eleccion de
un dia embrionario mas temprano resulta en una mayor viabilidad en
detrimento de la fraccion dopaminérgica obtenida. Decidimos seleccionar
protocolos en los que se llegara a un compromiso, y comenzamos con un

protocolo a E14.5 (Figura 26).

Este protocolo tenia muy bajo rendimiento ya que generabamos, por cada
embrion, un maximo de 250.000 células. Los protocolos publicados reportan
una fraccion de neuronas dopaminérgicas de entre un 1% y un 10 % de las
neuronas totales. En nuestra experiencia, llegamos a obtener un maximo de
8.2 % de neuronas dopaminérgicas, identificadas en base a la expresion de
tirosina hidroxilasa (TH), la enzima encargada del paso limitante en la sintesis
de dopamina (Figura 26B). Estas neuronas, sin embargo, no se distribufan de
forma uniforme en el pocillo, por lo que en realidad la fraccién dopaminérgica
era menor. A pesar de haber obtenido varios cultivos que permitian el estudio
de marcadores en estas neuronas, el protocolo no pudo establecerse de
forma reproducible y caracterizarse en profundidad; resultaba la mayoria de
ocasiones en la muerte prematura de las neuronas, que intentaban
mantenerse hasta el séptimo dia in vitro (DIV7) para garantizar la madurez
neuronal. Cuando pudieron conservarse hasta DIV7 se observo la presencia
de engrosamientos en las neuritas de las neuronas dopaminérgicas que,
ademas, mostraban marcaje mitocondrial con MitoTracker Deep Red (MTDR)
(Figura 26C). Los somas de las neuronas dopaminérgicas exhibian también
menor intensidad de MTDR, lo que refleja una pérdida del potencial de

membrana mitocondrial, al cual es sensible el MTDR (Figura 26C).
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Figura 26. Caracterizacién de cultivo primario de vM. (A) Neuronas embrionarias mesencefélicas
en cultivo a distintos dias in vitro (DIV), en imagenes de campo claro. Escala: 100 um. Escala
detalle: 50 pum. (B) Méximas fracciones dopaminérgicas obtenidas en cultivo de vM y sus
inmunofluorescencias correspondientes. Se muestra TH (verde), como marcador de neuronas
dopaminérgicas, TUBB3 (rojo) y el marcador nuclear DAPI (azul). Escala: 50 um. (C) Neuronas
dopaminérgicas en inmunofluorescencias de TH (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) con
engrosamientos neuriticos (indicados por A). Presencia de mitocondrias en los engrosamientos
(A) en inmunofluorescencia de TH (verde), MTDR (rojo) y DAPI (azul), y pérdida de potencial de
membrana mitocondrial en el soma dopaminérgico (indicado por A). Escala: 50 um.

Todo ello ponia de manifiesto que la dopaminérgica era la poblacion neuronal
mas vulnerable en el cultivo. Posteriormente tratamos de adaptar el protocolo
con las alternativas de disgregacién menos lesivas, incluso a expensas del
rendimiento, pero los resultados seguian sin ser reproducibles. Tratamos
entonces de implementar un protocolo de mayor viabilidad, como los
publicados a dia E12.5 (Weinert et al.,, 2015). Estos cultivos, a pesar de ser mas
viables 'y reproducibles, no nos permitieron generar una fraccion
dopaminérgica como el anterior por lo que no nos servian para estudiar la

fisiologia de estas neuronas.

Decidimos entonces descartar el cultivo dopaminérgico por varios motivos: i)
por la facilidad de observacion y estudio de las neuronas dopaminérgicas en
la propia SNc en el cerebro murino adulto (Figura 27); i) por las limitaciones
del cultivo en si mismo, ya que no constitufa un modelo dopaminérgico puro
0 mayoritario in vitro, por lo que no iba a aportarnos ninguna ventaja afiadida
sobre los cortes de tejido de SN¢; vy iii) porque obtuvimos varios resultados
que indicaban que el estriado podia darnos informacién sobre las rutas

alteradas de forma temprana ante la falta o el exceso de aSyn.
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(Detalle)

Figura 27. Neuronas dopaminérgicas en cortes de SNc. Imégenes de inmunofluorescencia de
neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (SNc), mediante la deteccion de la
proteina TH (verde). Todas las neuronas del corte aparecen marcadas con TUBB3 (rojo). Los
nlcleos estan marcados con DAPI (azul). Se muestra a la izquierda una ilustracién de un corte
coronal de cerebro murino, indicando la ubicacion de la SN. SNr: substantia nigra pars reticulata.
Escala: 100 um.

Por todo lo expuesto anteriormente implementamos el cultivo primario
estriatal, que tenia un rendimiento y homogeneidad muy superiores, ya que el
90 % de neuronas del estriado son neuronas espinosas medianas (MSN), y
llegamos a generar 2-10° células por embrion. El cultivo estriatal a dia E16.5 era
viable y reproducible, y las células podian mantenerse hasta DIV7 (Figura 28A)
y caracterizarse en base a la deteccion de marcadores estriatales, como el
marcador de MSN DARPP32 y marcadores especificos de MSN con receptores

de tipo D1 o D2 (Figura 28B).
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DIV1 DIV4 DIv7
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Figura 28. Caracterizacién de cultivo primario estriatal. (A) Neuronas estriatales en cultivo a
distintos dias in vitro (DIV), en imagenes de campo claro, junto con sus detalles correspondientes.
Escala: 100 um. Escala detalle: 50 um. (B) Deteccion de marcadores estriatales clave en cultivo. Se
muestran imégenes de inmunofluorescencia de DARPP32 (como marcador de neuronas MSN),
DRD1 (como marcador de neuronas espinosas de la via directa) y DRD2 (como marcador de
neuronas espinosas de la via indirecta) en verde, junto con TUBB3 (rojo) y DAPI (azul). Escala: 50
um.
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2.2. Estudio de la via autofagica
Los procesos degradativos constituyen un pilar fisiopatoldgico fundamental en
las enfermedades neurodegenerativas. Como se ha mencionado en la
introduccion, la sobreexpresion de aSyn y sus mutaciones se han relacionado
con déficits en la capacidad degradativa celular, pero también con
activaciones nocivas de la ruta autofagica. En cuanto a la falta de aSyn, por su
parte, no se ha estudiado en profundidad qué consecuencias tiene sobre la

autofagia.

221 Los animales Snca” y SNCA-OVX muestran un aumento de
autofagosomas en el estriado a los 6 meses de edad, en ausencia
de cambios en el marcador de flujo autofdgico p62/SQSTM1

Como primera aproximacion al estudio de la ruta autofagica en nuestros
modelos, evaluamos marcadores de esta via en la corteza, como region
control que no se ve afectada hasta estadios avanzados de la EP, y en el
estriado y la SNc, como regiones centrales de la EP y de la fisiologia
dopaminérgica. Llevamos a cabo el analisis en animales de distintas edades
con el fin de identificar cambios temporales en la expresion diferencial de

estos marcadores entre genotipos.

Comenzamos evaluando los niveles de proteinas clave de la via autofagica por
Western blot. Los marcadores seleccionados fueron Beclinal, LC3 y p62 que,
como se ha comentado en la introduccion, tienen implicaciones en el proceso
de induccién, formacion de autofagosomas y autofagia selectiva,
respectivamente. p62 constituye en si mismo un sustrato de degradacién, por

lo que resulta Util en la evaluacion del flujo autofégico.
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Encontramos un aumento significativo en el marcador de autofagosomas LC3-
Il en el estriado de individuos Snca” y SNCA-OVX de 6 meses, en
comparacion a los animales silvestres (Figura 29A). Aunque tradicionalmente
se utilizaba la ratio LC3-1I/LC3-I como medida indirecta de la cantidad de
autofagosomas, en la actualidad también se aconseja relativizar estos
marcadores respecto a una proteina control, puesto que un aumento o
disminucion de ambos puede ser informativo. Ademés, a nivel cerebral, la
sefial de la banda correspondiente a LC3-I es muy superior a la del LC3-II, lo
que dificulta la evaluaciéon conjunta de ambos marcadores (Klionsky et al,
2021). Dicho esto, el marcador LC3-I en los estriados de animales deficientes
en aSyn parecia tener el mismo patron que el LC3-Il, aunque no alcanzaba la
significacion estadistica (P = 0.157). Lo mismo ocurria al evaluar el marcador
de induccion autofagica Beclinal en estriados de 6 meses en los dos modelos.
p62, por su parte, no mostré diferencias significativas entre los genotipos a los
6 meses de edad. En cuanto al anélisis de estos mismos marcadores en
animales de 12 meses de edad, inesperadamente, no encontramos diferencias

significativas en ninguna de las regiones estudiadas (Figura 29B).

Estos resultados nos indicaban que existia un aumento de autofagosomas en
el estriado de nuestros modelos a los 6 meses de edad, y sugerian que podia
deberse a una induccién del proceso autofagico, especialmente en individuos
SNCA-OVX, donde habia una tendencia a mayores niveles de Beclinal. Sin

embargo, era necesario corroborarlo mediante ensayos adicionales.
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Figura 29. Estudio de marcadores autofagicos en muestras cerebrales de los modelos de aSyn a
los 6 y 12 meses de edad. (A) Inmunoblot representativo de los niveles de expresion proteinica de
Beclinal, LC3-1, LC3-Il, p62 y BActina en muestras de corteza (CTX), estriado (STR) y mesencéfalo
ventral (vM) de los tres genotipos a los 6 meses de edad, con su cuantificacion correspondiente (n

= 5). (B) Inmunoblot representativo de los niveles de expresion proteinica de Beclinal, LC3-I, LC3-

Il, p62 y BActina en muestras de CTX, STR y vM de los tres genotipos a los 12 meses de edad, con
su cuantificacion correspondiente (n = 4). Los datos estan representados en diagramas de cajas y

los puntos representan valores de animales individuales.
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222 los individuos SNCA-OVX presentan un incremento temprano y
especifico de p62/SQSTMT en las neuronas dopaminérgicas de la SNc
Quisimos  entonces valorar los niveles proteinicos de p62 por
inmunofluorescencias de secciones estriatales y de SN¢, ya que este marcador
puede formar agregados al unirse al material a degradar, lo cual lo convierte
en un candidato muy visual para detectar defectos de flujo autofagico en
cortes de tejido. Afiadimos, ademas, muestras de 3 meses de edad por si
pudieran proporcionarnos informacion acerca del inicio de los cambios
observados. En linea con los resultados de Western blot, no encontramos
diferencias significativas en el p62 estriatal a los 3, 6 0 12 meses de edad en
nuestros modelos de aSyn (Figura 30A). Sin embargo, si encontramos un
ligero incremento en la intensidad de p62 en la SNc de animales SNCA-OVX
que no hablamos detectado por Western blot. Este incremento se daba desde
los 3 meses y se extendia hasta los 12 meses, edad a la cual también se veia
afectado el modelo Snca” en esta regién (Figura 30B). Observamos, por
tanto, un aumento de la intensidad de p62 en la SNc de individuos
transgénicos que no alcanzabamos a detectar por Western blot, 1o cual podria
deberse a las limitaciones que presenta la diseccion de la SN¢, ya que no
podemos analizar especificamente las neuronas dopaminérgicas, sino el vM

en su totalidad, en los ensayos de Western blot.
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Figura 30. Anélisis por inmunofluorescencia del marcador p62 en estriado y SNc de los modelos
de aSyn a los 3, 6 y 12 meses de edad. (A) Imégenes representativas de inmunofluorescencia
mostrando p62 (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en secciones estriatales (STR) de los modelos a
los 3, 6 y 12 meses de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (8 campos por animal;
n = 2 animales de 3 meses; n = 3 animales de 6 y 12 meses). Los datos estan expresados como
media + SD y los puntos representan valores de campos. Escala: 100 um. Escala de detalle: 25 um.
(B) Imagenes representativas de inmunofluorescencia mostrando pé2 (verde), TH (rojo) y DAPI
(azul) en secciones de substantia nigra pars compacta (SNc) de los modelos a los 3, 6 y 12 meses
de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (10 neuronas TH* por animal; n = 2
animales de 3 meses; n = 3 animales de 6y 12 meses). Los datos estan expresados como media +
SD y los puntos representan valores de células. Escala: 100 um. Escala de detalle: 25 pum.

Para comprobar si, efectivamente, podia deberse a un efecto dilutorio de
zona, realizamos un andlisis de la presencia de p62 en las poblaciones no
dopaminérgicas adyacentes a la SN, por inmunofluorescencia, en imagenes a
menores aumentos (Figura 31). Mientras que la mayorfa de las neuronas
dopaminérgicas eran p62+, independientemente del genotipo, en las
poblaciones adyacentes no ocurria lo mismo, por lo que optamos por evaluar
el area p62+ de poblaciones no dopaminérgicas relativizada al total del area
no dopaminérgica, en lugar de la intensidad de marcaje. Detectamos que los
animales SNCA-OVX de 6 meses presentaban una tendencia a mostrar niveles
reducidos del drea p62+ en poblaciones no dopaminérgicas, la cual no se
producia en el modelo Snca”” en comparacion a individuos silvestres (Figura
31A). Esta reduccidn tampoco se observé en ningun modelo a los 12 meses de
edad (Figura 31B). Este hecho podria explicar que, a pesar de detectar
incrementos de intensidad de p62 en las neuronas dopaminérgicas de la SN,
no detectdsemos estos incrementos por Western blot al abarcar una region

mayor (VM).

De estos resultados concluimos que existia un incremento en la cantidad de
autofagosomas en el estriado de los dos modelos a los 6 meses de edad, que
podia deberse a un proceso de induccion autofégica. Estos defectos, sin

embargo, no iban acompafiados de cambios en el receptor autofagico p62 en
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el estriado de nuestros modelos. A nivel de SNc, aunque no alcanzabamos a
detectarlo por Western blot, si encontramos un incremento en la proteina p62
en individuos transgénicos desde edades tempranas (3 meses), que podrian
estar relacionadas con la presencia de oligbmeros de aSyn en estos animales

en las neuronas dopaminérgicas (Janezic et al., 2013; Bengoa-Vergniory et al.,

2020).
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Figura 31. Anélisis por inmunofluorescencia del marcador p62 en regiones no dopaminérgicas
adyacentes a la SNc, en los modelos de aSyn a los 6 y 12 meses de edad. Imagenes
representativas de inmunofluorescencia mostrando p62 (verde) en areas TH- (no
dopaminérgicas), y las imégenes correspondientes de la mezcla de p62 (verde), TH (rojo) y DAPI
(azul), en secciones de substantia nigra pars compacta (SNc) de animales de 6 (A) y de 12 meses
(B). Se muestran también las respectivas cuantificaciones a los 6y 12 meses (2 campos de SNc por
animal; n = 2 animales de 6 meses; n = 3 animales de 12 meses). Los datos estan expresados en
diagramas de cajas y los puntos representan valores de cada SNc. Escala: 200 pum.
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22.3.  Los modelos de déficit y sobreexpresion de oSyn muestran una
induccidn autofdgica en neuronas estriatales embrionarias

Si bien un aumento en el marcador de autofagosomas LC3-Il nos indicaria
mayor presencia de estas vesiculas autofagicas, este incremento puede
proceder tanto de una induccion autoféagica y mayor produccion de vesiculas
como de una inhibicién y enlentecimiento autofégicos, que generarian
acumulos de autofagosomas sin fusionar y degradar. Para determinar el
origen es necesario evaluar los marcadores LC3-I'y LC3-Il y el marcador de
flujo p62 en presencia y ausencia de un tratamiento de inhibicion autofagica

(Mizushima and Murphy, 2020).

La bafilomicina A1 (Baf.Al) actla inhibiendo la ATPasa de protones vacuolar
del lisosoma impidiendo asi su acidificacion. Este tratamiento afecta
directamente al correcto funcionamiento del lisosoma, ya que la actividad de
las enzimas hidroliticas contenidas en él es dependiente de pH acido. Tambiéen
puede actuar inhibiendo la fusion del autofagosoma con el lisosoma vy, por
tanto, la degradacién (Mauvezin and Neufeld, 2015). Ante una inhibicion
autofagica con Baf.Al, un modelo con un enlentecimiento autofagico apenas
mostraria diferencias entre su estado basal y el tratamiento; un modelo con la
autofagia inducida en basal, en cambio, mostraria mayor respuesta tras el
tratamiento con BafAl, ya que se exacerbarian sus acUmulos de vesiculas y
sustratos (reflejados por aumentos en LC3-Il y p62 respectivamente) al

impedirse la degradacion final.

Analizamos los niveles de los marcadores LC3 y p62 en las neuronas
estriatales en cultivo, en su estado basal y en respuesta a Baf. Al (Figura 32). En
este caso si pudimos evaluar los marcadores LC3-1y LC3-Il de forma conjunta,

y calcular su conversion con la ratio LC3-1I/LC3-I. Esta ratio nos permitid
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visualizar y confirmar de forma més precisa la respuesta a la Baf.Al en las
neuronas. Quisimos evaluar también los niveles individuales de cada uno de
los marcadores frente a TUBB3, y asi comparar estos resultados con los
obtenidos en los tejidos de animales de 6 meses. Las neuronas estriatales
Snca”’” mostraban una tendencia a mayores niveles de LC3-1 (P = 0.0691) de
forma basal, aunque este aumento no se observd en el LC3-Il, como si ocurria
en estriados de animales Snca”” de 6 meses. Al analizar este marcador, de
hecho, no encontramos diferencias significativas entre genotipos, ni en el
estado basal ni en respuesta a BafAl Si pudimos comprobar que el
tratamiento generaba, segun lo esperado, un incremento de LC3-Il en todos
los genotipos, al impedir la degradacion lisosomal de los autofagosomas
(Figura 32). En cuanto a la evaluacion de la ratio LC3-1l/LC3-I, parecia reflejar
mejor la respuesta al tratamiento, ya que generaba aumentos mas solidos
respecto al estado basal en todos los genotipos. En este caso si encontramos
una diferencia entre modelos, y tanto las neuronas Snca”’” como las neuronas
SNCA-OVX mostraban una respuesta superior a la Baf. A1 en comparacion a
las neuronas silvestres (Figura 32). Por otro lado, la proteina p62 no mostréd
cambios significativos en ninguno de los genotipos observados de forma
basal. Curiosamente, tampoco pudimos observar incrementos de p62 en
respuesta al tratamiento con Baf.Al en ninguno de los genotipos, como cabria
esperar. Si observamos, en cambio, que las neuronas Snca”’™ y SNCA-OVX

parecian responder de forma opuesta al tratamiento (Figura 32).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en tejidos y neuronas estriatales,
los aumentos y tendencias observados en los niveles de LC3-I y/o LC3-II
parecian estar asociados a una induccion autofédgica y no a un
enlentecimiento de esta via degradativa. En ambos modelos de aSyn

encontramos una respuesta superior a BafAl respecto a las neuronas
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silvestres, reflejada por los aumentos en la conversion de LC3 con la ratio LC3-
[I/LC3-I. EI marcador p62, por su parte, mostraba un comportamiento
inesperado, al no generar ninguna respuesta al tratamiento en las neuronas,

por lo que no resultaba Util para valorar defectos autofagicos en este cultivo
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Figura 32. Estudio de marcadores autofdgicos en cultivo primario de neuronas estriatales.
Inmunoblot representativo de los niveles de expresion protefnica de LC3-I, LC3-Il, p62 y TUBB3 en
neuronas estriatales sin tratamiento o tratadas con bafilomicina A1 (Baf.Al), y su cuantificacion
correspondiente (n = 4) [LC3-lI, efecto tratamiento: Fg, 1) = 28.25, P < 0.0001; LC-1I/LC3-|, efecto
tratamiento: Fg, ¢ = 66.02, P < 0.0001]. Los datos estan expresados en diagramas de cajas y los
puntos representan valores de cultivos individuales. EI analisis estadistico se llevd a cabo con el
test ANOVA de dos vias, con la variable “tratamiento” como factor intra-grupo (significacion en
comparaciones multiples indicada por #) y “genotipo” como factor entre grupos (significacion en
comparaciones multiples indicada por *).
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2.3. Evaluacion lisosomal
Los cambios de flujo y las inducciones de la ruta autofagica tienen su origen o
derivan en muchos casos en cambios cuantitativos, morfolégicos o funcionales
de los lisosomas. Ademas, los defectos lisosomales, como hemos comentado
en la introduccion, son una pieza clave en la EP, ya que pueden contribuir a la
acumulacion de aSyn y esta, a su vez, inducir mas defectos lisosomales. Por
esta razdn nos preguntamos si la induccion autofagica que habiamos

observado podrfa estar acompafiada de alguna alteracion lisosomal.

231 Los modelos Snca” y SNCA-OVX presentan un incremento
lisosomal en el estriado y la SNc a los 6 meses de edad

En primer lugar, estudiamos los niveles de la glicoproteina de membrana
lisosomal LAMP1 (Lysosomal associated membrane protein T) en la corteza, el
estriado y el vM de nuestros modelos a los 6 y 12 meses de edad (Figura 33).
Coincidiendo con el anélisis de la via autofagica, encontramos una tendencia a
mayores niveles de LAMP1 especificamente en el estriado de individuos Snca™
de 6 meses de edad, pero no a los 12; los animales SNCA-OVX, por su parte,
parecfan seguir el mismo patron. Inesperadamente, en comparacion a las
otras regiones, observamos que la deteccion de LAMP1 en el vM era mucho
menor, pudiendo ello reflejar una reduccion en la cantidad de proteina o
algun tipo de dificultad en la extraccién proteinica de LAMP1 en esta zona
especificamente. A los 12 meses, de hecho, resultaba casi imposible visualizar
la banda correspondiente a LAMP1 en el vM en comparacioén a la corteza o el

estriado (Figura 33).
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Figura 33. Niveles proteinicos del marcador lisosomal LAMP1 en muestras cerebrales de los
modelos de aSyn a los 6 y 12 meses de edad. Inmunoblot representativo de los niveles de
expresion proteinica de LAMP1 y BActina en muestras de corteza (CTX), estriado (STR) vy
mesencéfalo ventral (vM) de los tres genotipos a los 6 y 12 meses de edad, con su cuantificacion
correspondiente (n = 4). Los datos estan representados en diagramas de cajas y los puntos
representan valores de animales individuales.

Detectamos LAMPT mediante inmunofluorescencia en secciones de estriado y
SNc a los 3, 6y 12 meses de edad. Los resultados obtenidos en el estriado
coincidian con la tendencia del Western blot, ya que encontramos un
incremento significativo de la intensidad de fluorescencia de LAMP1 a los 6
meses en esta region (Figura 34A); sin embargo, en la SNc, observamos un
aumento en la intensidad de fluorescencia (Figura 34B) que no habfamos
detectado al analizar los niveles de expresion proteinica por Western blot, de
forma similar a lo que ocurria en el anélisis de la proteina p62, por lo que
probablemente se debieran al efecto de zona. Por otro lado, al afiadir
animales mas jovenes al estudio por inmunofluorescencia, encontramos que el

aumento de LAMP1 en la SNc parecia comenzar a los 3 meses (Figura 34B).
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Figura 34. Anélisis por inmunofluorescencia de lisosomas en estriado y SNc de los modelos de
aSyn a los 3, 6 y 12 meses de edad. (A) Iméagenes representativas de inmunofluorescencia
mostrando LAMPT (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en secciones estriatales (STR) de los
modelos a los 3, 6 y 12 meses de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (8 campos
por animal; n = 2 animales de 3 meses; n = 3 animales de 6 y 12 meses). Los datos estan
expresados como media + SD y los puntos representan valores de campos. Escala: 100 um. Escala
de detalle: 25 um. (B) Imagenes representativas de inmunofluorescencia mostrando LAMP1
(verde), TH (rojo) y DAPI (azul) en secciones de substantia nigra pars compacta (SNc) de los
modelos a los 3, 6 y 12 meses de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (12-16
neuronas TH* por animal; n = 2 animales de 3 meses; n = 3 animales de 6 y 12 meses). Los datos
estan expresados como media + SD y los puntos representan valores de células. Escala: 100 um.
Escala de detalle: 25 um.

232  El déficit de oSyn incrementa la sefial lisosomal en neuronas
estriatales embrionarias

Evaluamos la cantidad de lisosomas en neuronas embrionarias en cultivo
primario. Cuando detectamos la proteina LAMP1 por Western blot e
inmunofluorescencia en neuronas estriatales Snca” y SNCA-OVX en cultivo,
los resultados obtenidos fueron similares a los del tejido estriatal de 6 meses
en el caso del déficit de aSyn: las neuronas Snca”~ también mostraban un
aumento de los niveles proteinicos de LAMP1 en comparacion a las neuronas
silvestres (Figura 35). En las neuronas con sobreexpresion de aSyn no
encontramos cambios en los niveles de LAMP1 por Western blot (Figura 35A),
pero si en las inmunofluorescencias, donde detectamos un incremento en el
drea de soma ocupada por lisosomas (Figura 35B). También analizamos
cualitativamente la morfologia lisosomal de estos cultivos tomando imagenes
de microscopia confocal con la tecnologia de superresolucién HyVolution, que
nos permitia resolver mejor estas estructuras. Observamos que, tanto las
neuronas Snca” como las SNCA-OVX parecian presentar mas lisosomas de
tipo vacuolar en comparacion a las neuronas silvestres (Figura 35C), por lo
que los incrementos en la sefial lisosomal podian deberse no solo a una

mayor cantidad de lisosomas, sino también a un aumento en su tamafio.
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Figura 35. Estudio lisosomal en cultivos primarios de neuronas estriatales. (A) Inmunoblot
representativo de los niveles proteinicos de LAMP1 en cultivos embrionarios estriatales de los
modelos de aSyn, con su respectiva cuantificacion (n = 4). Los datos estan representados en
diagramas de cajas y los puntos representan valores de cultivos independientes. (B) Iméagenes
representativas de inmunofluorescencia de LAMP1 (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en neuronas
estriatales, con su respectiva cuantificacion (5 campos por cultivo; n = 4 cultivos independientes).
Los datos estan expresados como media + SD y los puntos representan valores medios de un
campo. Escala: 25 um. Escala de detalle: 10 um. (C) Imagenes de microscopia confocal obtenidas
con la tecnologfa de superresolucion HyVolution, mostrando LAMP1 (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI
(azul) en neuronas estriatales. Se muestran también los detalles lisosomales correspondientes.
Escala: 10 um.
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2.4. Estudio preliminar de microscopia electronica de transmision
Para seguir profundizando en los defectos observados en las vesiculas
autofégicas, especialmente en aquellas LAMP1 positivas, realizamos un estudio
de microscopia eléctronica de trasnsmision (TEM, del inglés transmission
electron microscopy) de las neuronas del estriado y del mesencéfalo ventral

(vM) de nuestros modelos a los 6 meses de edad.

En términos generales, observamos ciertas alteraciones recurrentes en
nuestros modelos (Figura 36) que serfa necesario confirmar ampliando el
estudio. En el estriado, las neuronas Snca”~ mostraban un aspecto mas
diferenciado del resto de genotipos, con un citoplasma visiblemente alterado
en comparacion a las neuronas silvestres y transgénicas. Estas neuronas
presentaban bastantes vesiculas (Figura 36A, flechas amarillas) y anomalias
nucleares, incluyendo dilataciones de la envuelta nuclear (Figura 36A, flechas
azules). En la mayorfa de las neuronas Snca”” fotografiadas, ademas, se podia
observar un nucleolo mucho mas condensado en comparacion a las silvestres
y a las transgénicas (Figura 36 y Figura 37). Por su parte, las neuronas
estriatales SNCA-OVX mostraban un citoplasma y un nucleo mas similar al de
las neuronas silvestres, aunque detectamos la presencia de cuerpos
multivesiculares en estas neuronas, identificados por la presencia de multiples
capas membranosas en el interior de una vesicula (Figura 36A, flecha amarilla).
Por otro lado, las neuronas Snca”’™ mesencefélicas también presentaban una
mayor condensacion nucleolar, y estructuras lisosomales de gran tamafio
(Figura 36B, flechas rojas). En el mesencéfalo ventral el modelo SNCA-OVX si
parecia presentar sus propias alteraciones, distintas del modelo knockout, ya
que mostraban cisternas de RE dilatadas por el citoplasma que podrian

asociarse a una situacion de estrés de RE (Figura 368, flechas naranjas).
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Figura 36. Resultados preliminares del estudio por TEM. (A) Iméagenes representativas de TEM de
las alteraciones observadas en los modelos de aSyn en el estriado (STR). Se destacan las vesiculas
o cuerpos multivesiculares (flechas amarillas) y las alteraciones de la envuelta nuclear (flechas
azules). Escala: 5 um. Escala de detalle: 1T um. (B) Imagenes representativas de TEM de las
alteraciones observadas en los modelos de aSyn en el mesencéfalo ventral (vM). Se destacan los
lisosomas (flechas rojas) y las dilataciones de RE (flechas naranjas). Escala: 5 um. Escala de detalle:
Tum.
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241 Lla ausencia de aSyn provoca cambios morfologicos en las
mitocondrias estriatales

Si bien en el estriado detectamos la presencia de vesiculas y cuerpos
multivesiculares, las alteraciones mas visibles, inesperadamente, las
encontramos en las mitocondrias de las neuronas Snca”". Estas mitocondrias
mostraban un aspecto mas oscuro en comparacion a las silvestres y las
transgénicas, debido a un incremento en la cantidad de crestas en su interior,
que ocupaban toda la superficie de matriz mitocondrial disponible.
Realizamos por ello un anélisis morfoldgico mitocondrial, incluyendo el érea, la
circularidad, y la intensidad media de gris de cada mitocondria, como medida
indirecta de la cantidad de crestas en su interior. No encontramos diferencias
significativas ni en el area ni en la circularidad de ninguno de los modelos de
aSyn en el estriado, pero corroboramos que las mitocondrias deficientes en
aSyn presentaban un incremento significativo de la cantidad de crestas (Figura

37A).

A nivel de vM no detectamos diferencias significativas en el modelo Snca” en
comparacion al silvestre; sin embargo, si exhibian una reduccion significativa
de crestas respecto a las mitocondrias SNCA-OVX (Figura 37B). El modelo de
sobreexpresion, por su parte, no mostraba diferencias en sus crestas respecto

a individuos silvestres, ni en las mitocondrias estriatales ni en el vM (Figura 37).

Por tanto, detectamos que las mayores anomalias morfoldgicas se
encontraban en las mitocondrias estriatales sin aSyn, mientras que el modelo
SNCA-OVX no presentaba cambios de este tipo en ninguna de las regiones

estudiadas.
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Figura 37. Estudio preliminar por TEM de morfologfa mitocondrial en los modelos de aSyn, en
estriado (STR) y mesencéfalo ventral (vM), a los 6 meses de edad. (A) Iméagenes representativas de
TEM de neuronas estriatales de individuos silvestres (wild type), Snca’™y SNCA-OVX, con sus
respectivos detalles. En la parte inferior se muestra el analisis cuantitativo del area, circularidad e
intensidad media de mitocondrias por célula (14 células wild type, 13 células Snca” y 9 células
SNCA-OVX; n = 1 animal por genotipo). Los datos estan expresados como media + SD vy los
puntos representan valores de células. Escala: 5 pm. Escala de detalle: 1 um. (B) Imagenes
representativas de TEM de neuronas mesencefalicas de individuos silvestres (wild type), Snca”"y
SNCA-OVX, con sus respectivos detalles. En la parte inferior se muestra el analisis cuantitativo del
area, circularidad e intensidad media de mitocondrias por célula (6 células wild type, 15 células
Snca” y 9 células SNCA-OVX; n = 1 animal por genotipo). Los datos estan expresados como
media + SD y los puntos representan valores de células. Escala: 5 pm. Escala de detalle: T um.

2.5. Anélisis transcriptdbmico
Para profundizar e identificar vias bioquimicas especificas que pudiésemos
relacionar con nuestros hallazgos, realizamos un estudio del transcriptoma
(RNAseq) de muestras de estriado y de mesencéfalo ventral (vM) de animales

de 6 meses, edad a la cual habiamos detectado la mayoria de las alteraciones.

Se determinaron como genes diferencialmente expresados (DE) aquellos con
un Logz2FoldChange absoluto > 0.5 y un P valor ajustado < 0.05. A nivel
estriatal, en el modelo Snca” encontramos 1597 genes DE (1102 regulados al
alza y 495 a la baja), mientras que en el modelo SNCA-OVX sélo detectamos
32 genes DE (23 regulados al alza y 9 a la baja), en comparacion a animales
silvestres (Figura 38A). En el analisis de vM encontramos 105 genes DE en los
animales Snca”™ (80 genes regulados al alza y 25 a la baja) y 142 genes DE en
el modelo SNCA-OVX (121 genes regulados al alza y 21 a la baja), también
respecto a los animales silvestres (Figura 38B). La comparativa entre ambos
modelos (SNCA-OVX vs Snca™), por su parte, era la categorfa con menor
numero de genes DE tanto en el vM como a nivel estriatal (6 genes DE en

estriado y 29 genes DE en el vM) (Figura 38Ay B).
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Figura 38. Representacion de resultados globales del anélisis transcriptomico. (A) Diagrama de
Euler (izquierda) de genes diferencialmente expresados en el estriado (STR) en los modelos Snca™”
y SNCA-OVX, en comparacion a los animales silvestres (wild type), y el solapamiento entre ambos.
Se muestra también la distribucion de genes regulados al alza y a la baja en cada comparativa
con gréficos de barras (derecha). (B) Diagrama de Euler (izquierda) de genes diferencialmente
expresados en el mesencéfalo ventral (vW) en los modelos Snca”” y SNCA-OVX, en comparacion
a los animales silvestres (wild type), y el solapamiento entre ambos. Se muestra también la
distribucion de genes regulados al alza y a la baja en cada comparativa con gréficos de barras

(derecha).

Comenzamos explorando los 10 primeros genes DE (ordenados en base al P
valor ajustado) en cada comparativa y region. Observamos que Rblccl/Fip200
se encontraba entre ellos en el estriado, con una expresion incrementada
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tanto en el modelo de déficit como en el de sobreexpresion de aSyn en esta
region (Tablas 6y 7). Este gen forma parte de uno de los complejos clave de
induccion autofagica y regula la formacién de autofagosomas mediante su
interaccion con AtgléL1, lo que podria indicarnos de nuevo que, mas que ante
un flujo defectuoso o enlentecido, nos encontramos ante una induccion
autofagica en el estriado de nuestros modelos. También detectamos que
algunos de los genes que se encontraban entre los primeros eran genes
proximos al gen Snca, como es el caso de Mmrnl o Dnah6, por lo que los
cambios en su expresion se deberfan a las propias modificaciones del locus de
Snca que comparten tanto el modelo Snca”” como el modelo SNCA-OVX

(Chaprov et al., 2020).

Tabla 6. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el estriado del modelo Snca™, en
comparacion a los animales silvestres.

ENSG Naglele]le) LogzFoldChange | P valor ajustado
ENSMUSG00000025889 Snca -8.6279171 3.567420e-223
ENSMUSG00000054641 Mmrnl 10.3049884 6.393956e-12
ENSMUSG00000025907 Rblccl 1.3101809 2.101507e-10
ENSMUSG00000057894 Zfp329 1.0578172 3.143989%¢-09
ENSMUSG00000027737 Sle7all 1.1982216 3.546953e-09
ENSMUSG00000046229 Scand1 -1.0493171 3.546953e-09
ENSMUSG00000052861 Dnah6 3.2431997 1.508075e-08
ENSMUSG00000059824 Dbp -1.0595880 1.917605e-08
ENSMUSG00000062627 Mysm1 11281355 1.917605e-08
ENSMUSG00000027677 Ttc14 2.3266207 3.518854e-08

ENSG: identificador de ENSEMBL.
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Tabla 7. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el estriado del modelo SNCA-OVX,
en comparacion a los animales silvestres.

ENSG
ENSMUSG00000054641
ENSMUSG00000074733
ENSMUSG00000079084
ENSMUSG00000052861
ENSMUSG00000036459
ENSMUSG00000022364
ENSMUSG00000046229
ENSMUSG00000025907
ENSMUSG00000032555
ENSMUSG00000071076

Simbolo
MmrnT
Zfp950
Ccdc82
Dnah6

Wtip

Tbcld31
Scand1
Rblccl
Topbpl

Jund

LogzFoldChange
9.5884331
1.2646520
1.4029556
2.5875594
-0.8721898
1.0073835
-0.7492251
0.8612437
0.6234978
-0.5050805

P valor ajustado
1.213191e-09
1.015276e-05
6.089774e-05
1.992095e-04
2.379512e-04
2.813226e-04
8.346925e-04
1.457349¢-03
9.355695e-03
9.355695e-03

ENSG: identificador de ENSEMBL.

Tabla 8. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el mesencéfalo ventral del modelo
Snca’, en comparacion a los animales silvestres.

ENSG
ENSMUSG00000025889
ENSMUSG00000020420
ENSMUSG00000074865
ENSMUSG00000096265
ENSMUSG00000054641
ENSMUSG00000100254
ENSMUSG00000035842
ENSMUSG00000078899
ENSMUSG00000069609
ENSMUSG00000064140

Simbolo
Snca
Zfp607a
Zfp934
4930467E23Rik
MmrnT
Trpc2
Dax11
Gm14434
Cd3001d4
Trim38

LogzFoldChange
-7.8054965
24.3930176
23.8086954
-21.8434591

7.8990465
-22.9745966
17.5362252
1.0828978
-22.3930499
-21.8487220

P valor ajustado
6.967099e-176
2.021044e-08
4.401383e-07
6.699016e-07
8.189757e-07
1.658180e-05
1.802088e-05
1.802088e-05
2.836821e-05
5.319173e-05

ENSG: identificador de ENSEMBL.
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Tabla 9. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el mesencéfalo ventral del modelo
SNCA-OVX, en comparacién a los animales silvestres.

LogzFoldChange P valor ajustado

ENSMUSG00000035842 Dax11 21.8607470 1.317847e-09
ENSMUSG00000020420 Zfp607a 25.1662864 2.712155e-09
ENSMUSG00000054641 Mmrnl 8.4476049 7.694433e-08
ENSMUSG00000078878 Gmi14432 1.0122796 1.729827e-07
ENSMUSG00000078886 Gm2026 1.3994534 9.351831e-07
ENSMUSG00000040189 Ccdcl14 24.4849752 1.344739e-06
ENSMUSG00000078899 Gm14434 11634287 2.015687e-06
ENSMUSG00000021720 Rnf180 -16.6148692 3.872571e-06
ENSMUSG00000009281 Rarres2 -16.4928417 4.507328e-06
ENSMUSG00000044501 Zfp758 1.2449705 2.102458e-05

ENSG: identificador de ENSEMBL.

251 El déficit de aSyn causa una desregulacion bioenergética
nigroestriatal en animales de 6 meses de edad, la cual es
parcialmente compartida por los individuos transgénicos

A continuacién, evaluamos las categorias ontoldgicas en las cuales se
enmarcaban los genes DE de cada region y comparativa. El andlisis de los
términos de la base de datos Gene Ontology (GO terms) permite conocer en
qué procesos bioldgicos, componentes celulares, funciones moleculares o
rutas estan enriquecidos nuestros genes DE. Como nos interesaba determinar
de qué forma se estaban afectando dichos procesos o componentes, llevamos
a cabo el anélisis de GO terms diferenciando entre genes con un incremento

(regulados al alza) o con una reduccion (regulados a la baja) de su expresion.

Cuando analizamos los GO terms de componentes celulares, categoria que

resultd mas informativa, encontramos varios resultados congruentes con el
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estudio de TEM. El modelo Snca” presentaba un enriquecimiento en términos
nucleares (p.gj.. “agregado nuclear”, “membrana nuclear’, “nucleolo”)
procedente de genes regulados al alza en el estriado. Ademas, encontramos
un enriguecimiento estadisticamente significativo en genes relacionados con
funciones mitocondriales en los animales Snca” respecto a los animales
silvestres, tanto a nivel de vM como a nivel estriatal (Figura 39). Curiosamente,
el déficit de oaSyn generaba una regulacion opuesta de los genes
mitocondriales en las dos regiones cerebrales estudiadas: mientras en el vM,
los genes mitocondriales aparecifan entre aquellos con expresion
incrementada (20/80 genes DE), en el estriado los encontrabamos en el grupo
de genes con expresion reducida (119/495 genes DE). Muchos de estos genes
alterados codifican componentes o proteinas accesorias de complejos de la
cadena de transporte de electrones (CTE), tanto en vM como en el estriado
(Figura 40), lo cual también queda reflejado en el anélisis de los GO terms
(p.gj.. "mitocondria”, "membrana mitocondrial interna”, “complejo | de la

cadena respiratoria”) (Figura 39).

Analizamos también el enriquecimiento en rutas metabdlicas de la base de
datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Encontramos un
enriquecimiento en rutas relacionadas con las principales enfermedades
neurodegenerativas y, en linea con los hallazgos mitocondriales, este
enriguecimiento procedia de los genes regulados a la baja a nivel estriatal y

de los genes regulados al alza a nivel de vM en individuos Snca™ (Figura 47).
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Figura 39. Anélisis de enriquecimiento en GO terms de componentes celulares en animales Snca”
de 6 meses, respecto a individuos silvestres. Se muestran los componentes celulares enriquecidos
en los genes diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul), en el estriado (panel
izquierdo) y en el mesencéfalo ventral (vM) (panel derecho). Estan representadas las categorias
estadisticamente significativas en base al FDR (False Discovery Rate), y se muestra el -logio(FDR)
como valor de enriquecimiento. Los componentes celulares con més términos relacionados se
muestran en letras coloreadas. PML: promyelocytic leukaemia.
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Figura 40. Genes mitocondriales diferencialmente expresados en individuos Snca”-de 6 meses de
edad. (A) Heatmap de genes diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul) en
animales Snca”, en comparacion animales silvestres, a nivel de estriado (STR) y mesencéfalo
ventral (vM). Se muestra también la expresion de estos mismos genes en animales SNCA-OVX en
comparacion a los silvestres. Cada linea horizontal representa un gen; cada columna, un animal (n
= 3). (B) Representacién de genes diferencialmente expresados de la cadena de transporte de
electrones ante el déficit de aSyn, regulados a la baja en el estriado (azul) v, a la vez, al alza en el
vM (azul con contorno rojo).

Concluimos que la falta de oSyn estaba propiciando una situaciéon de
desregulacion bioenergética de la via nigroestriada, en la que el estriado
parecia estar hipoactivado en este sentido, mientras que el vM mostraba una

mayor expresion de genes de la CTE.
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Figura 41. Andlisis de enriquecimiento en GO terms de rutas KEGG de individuos Snca”- de 6
meses, respecto a individuos silvestres. Se muestran las rutas enriquecidas en los genes
diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul), en el estriado (panel izquierdo) y en el
mesencéfalo ventral (vM) (panel derecho). Estan representadas las categorfas estadisticamente
significativas en base al FDR (False Discovery Rate), y se muestra el -login(FDR) como valor de
enriguecimiento.

Al llevar a cabo el andlisis de enriquecimiento funcional de GO terms en los
genes DE del modelo SNCA-OVX respecto a animales silvestres, solo
obtuvimos un enriquecimiento en genes regulados al alza en las categorfas
celulares “intracelular”, “ribosoma”, “subunidad grande ribosomal citosdlica” y
“nucleclo”, especificamente a nivel de vM. No encontramos ningun
enriguecimiento a nivel estriatal, lo cual serfa esperable ya que el volumen de
genes DE era muy inferior al que encontramos en el modelo Snca” (32 vs.
1597). Cuando representamos los genes mitocondriales DE en animales Snca™
quisimos valorar su estado de expresion en los animales transgénicos también,

afladiéndolos en el heatmap tanto en el estriado como en el vM (Figura 40A).
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Al evaluar estos mapas observamos que la tendencia del modelo SNCA-OVX
en el estriado era la misma que en el modelo de déficit, excepto en el caso de
un individuo, lo cual explicaria por qué estos animales presentaban menor
numero de genes DE y ausencia enriquecimientos mitocondriales. Por otro
lado, en el vM la introduccion del transgén SNCA sobre el fondo knockout, en
los ratones SNCA-OVX, si parecia haber eliminado practicamente por
completo el efecto de incremento de expresion de genes mitocondriales,
respecto al modelo Snca”, y no se observaba un comportamiento similar

entre modelos.

252 Los modelos de aSyn muestran una alteracion de la expresion de
genes relacionados con exosomas, en paralelo a los cambios en la
expresion de genes mitocondriales

Cuando analizamos los enriquecimientos en GO terms de categorias celulares
(Figura 39), observamos que habia varias categorfas, ademéas de las
mitocondriales, con una regulacion opuesta en el estriado y en el vM de
animales Snca”": las ribosomales y la categorfa “exosoma extracelular”.
Evaluamos la categorfa de exosomas al ser estos una forma potencial de
transmision de aSyn que, segun estos resultados, podria regularse a su vez
por la propia aSyn. Estos genes estaban regulados a la baja en el estriado de
animales Snca” y, al igual que ocurrfa en las categorfas mitocondriales, el
modelo SNCA-OVX tenfa este mismo patrén de expresion a la baja
exceptuando un animal. En cuanto al vM detectamos un incremento en la
expresion de genes de la categorfa de exosomas en individuos Snca””, en

linea con los hallazgos mitocondriales, pero no en los SNCA-OVX (Figura 42).
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253 El déficit de aSyn genera un incremento en la expresion de genes
axonales en el estriado

Aunqgue no alcanzaban la significaciéon estadistica para considerarse categorias
celulares enriquecidas, en el analisis de componentes celulares también
encontramos algunos términos axonales y sinapticos. Dada la relacion entre
aSyn vy la dinamica vesicular sinaptica en los axones, exploramos como se
estaba alterando la expresion de los genes DE englobados en estas categorias
celulares. Encontramos que, en este caso, el déficit de aSyn incrementaba la
expresion de genes axonales/sinapticos a nivel estriatal (Figura 42). En cuanto
a los individuos transgénicos, no observamos ninguna tendencia clara hacia
una regulacion al alza o a la baja, ya que cada individuo mostraba una
expresion distinta de estos genes. La falta de oSyn, por tanto, estaba
generando una desregulacion sinéptica a nivel estriatal, con un incremento de

la expresion de genes axonales y sinapticos.

EXOSOMAS AXON/SINAPSIS
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Figura 42. Genes de las categorfas celulares “exosoma extracelular’, "axén” y “sinapsis”
diferencialmente expresados en individuos Snca”- de 6 meses de edad. Heatmaps de genes
diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul) en animales Snca””, en comparacion
animales silvestres, a nivel de estriado (STR) y mesencéfalo ventral (vM). Se muestra también la
expresion de estos mismos genes en animales SNCA-OVX en comparacion a los silvestres. Cada
linea horizontal representa un gen; cada columna, un animal (n = 3).

2.6. Estudio de los contactos entre mitocondrias y lisosomas
Tanto las mitocondrias como los lisosomas desempefian papeles principales
en las enfermedades neurodegenerativas y, recientemente, se ha demostrado
que los contactos entre ellos son cruciales para el correcto funcionamiento de
dichos orgéanulos, ya que regulan su dinamica, morfologia e identidad (Wong
et al., 2018; Cantarero et al,, 2020). Las profundas alteraciones que habfamos
detectado en la expresion de genes mitocondriales y los incrementos en la
sefial lisosomal nos hicieron preguntarnos cual era el estado de la relacion
entre ambos organulos ante la falta y la sobreexpresion de aSyn ya que, como
se ha comentado en la introduccién, ya se ha reportado que aSyn afecta a
otros contactos mitocondriales como las MAM (mitocondria-RE). En nuestro
grupo hemos descrito el primer par de proteinas de anclaje entre la
mitocondria y el lisosoma, estableciendo asi una via de estudio de sus
contactos, y cémo la falta de una de las proteinas implicadas en este anclaje,
GDAP1, genera defectos en la red mitocondrial y en la morfologia lisosomal
(ANEXO). GDAP1 es una proteina de fision mitocondrial con profundas
implicaciones en la homeostasis de las mitocondrias a multiples niveles
(contactos, dinamica y estrés oxidativo), asi como en el proceso de autofagia;
mutaciones en el gen GDAPT causan la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth,
una neuropatia periférica hereditaria en la que se ven afectados los axones de
las motoneuronas (Cantarero et al., 2020). Quisimos por todo ello evaluar la
interaccion de este par de anclaje, GDAP1-LAMP1, en cultivos neuronales

estriatales de nuestros modelos.
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El ensayo de ligacion por proximidad (PLA) permite identificar interacciones
entre proteinas enddgenas (n situ, mediante la amplificacion de sondas
fluorescentes que detectan los anticuerpos especificos contra nuestras
proteinas de interés. Esta amplificacion sélo se da cuando ambas proteinas
estan a una distancia menor de 40 nm, y puede visualizarse gracias a la sefial
fluorescente que genera, de forma que, a méas interacciones, mas puntos
fluorescentes obtendremos (Alam, 2018). Esta técnica, por ello, se ha utilizado
ampliamente en el estudio de los contactos entre organulos, debido a su

simplicidad y especificidad (Huang et al., 2020).

2.6.1.  Eldéficit de aSyn incrementa los contactos entre las mitocondrias y
los lisosomas

Para evaluar los contactos entre la mitocondria y el lisosoma en neuronas
estriatales de los modelos de aSyn llevamos a cabo experimentos de PLA en
cultivos primarios para detectar la interaccion del par de anclaje GDAP1-
LAMP1. Detectamos un incremento significativo de esta interaccion en las
neuronas Snca”’”, mientras que el modelo de sobreexpresion no mostrd
cambios respecto a las neuronas silvestres (Figura 43A). Este incremento
podria ser esperable ya que, de acuerdo con los resultados anteriores, las
neuronas deficientes en aSyn muestran mayor cantidad del marcador LAMPT,
por lo que el aumento de contactos podia ser a consecuencia de ello. Por esta
razon, evaluamos los niveles proteinicos de la pareja de anclaje de LAMP1,
GDAP1, y detectamos que se encontraba reducida en neuronas Snca”;
aunque no alcanzaba la significacion estadistica, la reduccion en los niveles de
GDAP1 parecia compartirse también por el modelo de sobreexpresion (Figura

43B).
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Por tanto, ante la falta de aSyn encontrabamos un incremento de los
contactos entre la mitocondria y los lisosomas, reflejado por un incremento de
las interacciones GDAP1-LAMP1. Este incremento no podia explicarse
Unicamente por mayores niveles de LAMP1, puesto que habia una reduccion
significativa de los niveles de GDAP1, una proteina crucial para estos contactos
y para el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial cuya falta de funcion,

ademés, esta implicada en la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth.
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Figura 43. Estudio de los contactos mitocondria-lisosomas y de la proteina de anclaje GDAP1 en
neuronas estriatales embrionarias. (A) Imagenes representativas del ensayo de ligacion por
proximidad (PLA) de las proteinas GDAP1y LAMP1 (rojo), e inmunofluorescencia de TUBB3 (verde)
y DAPI (azul), en neuronas estriatales embrionarias. Se muestra la cuantificacion correspondiente
de puntos de interaccion/neurona (28 células wild type, 31 células Snca™”, 41 células SNCA-OVX, n
= 4 cultivos independientes). Los datos estan representados como medias + SD y los puntos
representan neuronas. Escala: 25 um. (B) Inmunoblot representativo de los niveles de expresion
proteinica de GDAP1 y TUBB3 en neuronas estriatales embrionarias, y su cuantificacion
correspondiente (n = 3 cultivos independientes). Los datos estan representados en diagramas de
cajas y los puntos representan valores de cultivos independientes.
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CAPITULO III.
PROCESOS NEUROINFLAMATORIOS EN MODELOS DE oSYN

Como se ha expuesto en la introduccion, uno de los eventos celulares que
puede estar condicionando la muerte neuronal en enfermedades como la EP
es la neuroinflamacion, es decir, las respuestas inflamatorias que se generan a
nivel del sistema nervioso central y que se traducen en la activacion de ciertos
tipos de células inmunes para resolver el dafio o infeccion desencadenante de
la respuesta. Con el fin de conocer si las alteraciones asociadas a la falta y/o al
exceso de aSyn, eran capaces de infligir un dafio neuronal e iniciar o modificar
las respuestas neuroinflamatorias en nuestros modelos, estudiamos células
efectoras, asi como rutas de sefializacion claves que podrian estar implicadas
en estas respuestas. Este estudio neuroinflamatorio nos permitia, ademas,
identificar diferencias en estas respuestas a nivel estriatal y de SN¢, en linea
con lo observado en los resultados previos, que pudieran dar pistas sobre la

vulnerabilidad neuronal en la EP.

3.1. Anélisis transcriptémico y de rutas neuroinflamatorias

3.1.1.  El déficit de aSyn produce cambios en la respuesta inmune
Llevamos a cabo un Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) para explorar méas
profundamente enriquecimientos funcionales en nuestro set de datos
transcriptomicos de animales de 6 meses. El GSEA utiliza informacion de todos
los genes analizados para calcular el enriquecimiento en listas predefinidas de
genes asociados a términos GO, a diferencia del anélisis anterior de
enriquecimiento que utiliza especificamente la informacién de los genes DE.
En este analisis utilizamos un umbral de FDR < 25 % para la selecciéon de sets

de genes candidatos para su posterior estudio.
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Encontramos enriquecimientos estadisticamente significativos en el estriado de
animales Snca” en comparacién a los animales silvestres; en concreto,
hallamos dos términos relacionados con neuroinflamacion entre los 20 sets de
genes mas enriquecidos en esta comparativa y region (Figura 44A), y otros

tres entre los 50 més enriquecidos (Figura 44B).
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Figura 44. Gene Set Enrichment Analysis del estriado de individuos Snca” a los 6 meses de edad.
(A) Gréaficas de GSEA correspondientes a los sets de genes inmunitarios entre el top 20 de sets
mas enriquecidos. Se muestra su valor de enriquecimiento (NES) y su False Discovery Rate (FDR).
(B) Términos de sets de genes inmunitarios entre el top 50 de sets mas enriquecidos. Se muestra
su valor de enriquecimiento (NES) y su False Discovery Rate (FDR). (C) Genes que contribuyen a los
enriquecimientos inmunitarios en el top 50 (n = 3 animales por genotipo).

Estos enriquecimientos procedian de genes con una expresion incrementada
(Figura 44C) que, segun reflejaban los resultados del GSEA, estaban
relacionados con la diferenciacion y funciones de los linfocitos T
colaboradores, asi como con quimiotaxis de macréfagos. Investigando estos
genes, detectamos que dos de ellos eran clave, concretamente, para la
maduracion especifica a linfocitos T colaboradores de tipo Th2: GATA-3, el

factor de transcripcion responsable de dicha maduracion, y la IL-4, la principal
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citoquina asociada a linfocitos Th2 (Zheng and Flavell, 1997; Seki et al.,, 2004).
Muchos de ellos también estaban relacionados con la activacion de la ruta de
NF-kB (RC3H1/2, TNFSF18, ILTR1, MAP3K7, TRAF6, RSAD2, MALT1), una de las
principales vias de sefializaciéon implicada en regulacion de respuestas
inflamatorias (Liu et al., 2017) que, ademas, es clave en la activacion del factor

GATA-3 (Das et al., 2001; Oh and Ghosh, 2013).

312 Los animales Snca” y SNCA-OVX de 6 meses muestran una
activacion estriatal de rutas de sefializacion relevantes para las
respuestas inmunes

Para corroborar los resultados del GSEA evaluamos varias rutas de
sefializacion implicadas en respuestas inflamatorias, incluyendo la ruta de NF-
KB, pero también otras vias relevantes como las rutas de quinasas MAP
(MAPK) ERK1/2 y JNK. Para ello determinamos la presencia de fosforilaciones
asociadas a la activacion de estas rutas mediante Western blot en nuestros
tejidos de interés, a los 6 y a los 12 meses de edad (Figura 45). Encontramos
una activacion de la ruta MAPK de ERK en el estriado tanto del modelo de
déficit como de sobreexpresion de aSyn a los 6 meses de edad. En cuanto a la
ruta de NF-kB, Unicamente detectamos su activacion de forma significativa en
el modelo SNCA-OVX; en cambio, el modelo Snca’~ mostraba la misma
tendencia sin alcanzar la significacion estadistica (P = 0.1797) (Figura 45A). A
los 12 meses no detectamos ninguna activacion de estas rutas en los modelos,

ni a nivel estriatal ni de vM (Figura 45B).
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Figura 45. Estudio de las vias MAPK JNK y ERK y de la via de NF-kB en muestras cerebrales de los
modelos de aSyn a los 6 y 12 meses de edad. (A) Inmunoblot representativo de los niveles de
expresion protefnica de JNK, ERK1/2 y NF-kB, con sus respectivas fosforilaciones, y aTubulina, en
muestras de corteza (CTX), estriado (STR) y mesencéfalo ventral (vM) de los tres genotipos a los 6
meses de edad, con su cuantificacion correspondiente (n = 4-5). (B) Inmunoblot representativo de
los niveles de expresion proteinica de JNK, ERK1/2 v NF-kB, con sus respectivas fosforilaciones, y
BActina, en muestras de CTX, STR y vM de los tres genotipos a los 12 meses de edad, con su
cuantificaciéon correspondiente (n = 6 JNK'y ERK; n = 2 NF-kB). Los datos estan representados en
diagramas de cajas y los puntos representan valores de animales individuales.
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3.2. Estudio de fenotipos microgliales
321 La falta de aSyn reduce la microglia neurotdxica M1 en el estriado y
la SNc de animales de 6 meses de edad, mientras que el transgén
en individuos SNCA-OVX la incrementa respecto al modelo
knockout
En el GSEA detectamos como set de genes enriquecido el correspondiente a
“regulacion de quimiotaxis de macréfagos” (Figura 44A). La microglia, los
macréfagos residentes del cerebro, son uno de los principales efectores
celulares de las respuestas inmunes innatas, con profundas implicaciones en
neurodegeneracion, al ser las principales células presentadoras de antigenos.
Ademas, recientemente se ha reportado que los linfocitos Th2 y la IL-4 que
secretan promueven la activacion alternativa de la microglia e inhiben la
activacion clasica a microglia neurotoxica (He et al., 2020), por lo que quisimos
evaluar cémo afectaba la falta y el exceso de aSyn a los fenotipos microgliales
en nuestros modelos. Diferenciamos la microglia neurotéxica (M1) de la
neuroprotectora (M2) en base a la deteccién conjunta del marcador microglial
Ibal con marcadores especificos de los tipos M1 (CD86) y M2 (CD206), en el
estriado y en la SNc a los 6 y 12 meses de edad (Figuras 46 y 47).

A nivel estriatal, la falta de aSyn generaba una tendencia a niveles reducidos
de microglia neurotoxica M1 (Iba1"CD86%) respecto a individuos silvestres a los
6 meses de edad, pero no a los 12 meses (Figura 46A). En los animales SNCA-
OVX, en cambio, detectamos que existia un incremento significativo de
microglia M1 respecto al modelo Snca”, y una tendencia a mayores niveles
respecto a los animales silvestres (P = 0.079) (Figura 46A). Cuando analizamos
la microglia neuroprotectora M2 (lba1*CD206%) en esta misma region, no
detectamos diferencias significativas en ninguno de los modelos a los 6 meses
de edad, mientras que a los 12 meses los individuos SNCA-OVX mostraban

una reduccion de esta microglia (Figura 46B).
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Figura 46. Andlisis de microglfa neurotéxica y neuroprotectora en el estriado de los modelos de
aSyn a los 6 y 12 meses. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia mostrando el
marcador de microglia neurotdxica CD86 (verde) y el marcador microglial Ibat (rojo), en secciones
estriatales de los modelos a los 6 y 12 meses de edad. Se muestra a la derecha la cuantificacion
correspondiente de porcentajes de microglia neurotdxica (2 campos por animal; n = 4 animales
de 6 meses; n = 3 animales de 12 meses). Los datos estan expresados como media + SD v los
puntos representan valores de campo de cada estriado. Escala: 50 um. (B) Iméagenes
representativas de inmunofluorescencia mostrando el marcador de microglia neuroprotectora
CD206 (verde) y el marcador microglial Ibal (rojo), en secciones estriatales de los modelos a los 6
y 12 meses de edad. Se muestra a la derecha la cuantificacion correspondiente de porcentajes de
microglia neuroprotectora (2 campos por animal; n = 3 animales). Los datos estan expresados
como media + SD y los puntos representan valores de campo de cada estriado. Escala: 50 ym.

En la SNc también detectamos niveles reducidos de microglia neurotdxica a
los 6 meses de edad en animales Snca””, mientras que el modelo SNCA-OVX
mostraba niveles equivalentes a los de individuos silvestres (Figura 47A). No
detectamos cambios en la microglia M1 a los 12 meses de edad (Figura 47A),
como ocurria en el estriado, ni en la microglia M2 en ninguna de las edades

estudiadas (Figura 478).

Analizamos la cantidad total de células microgliales (lbal*) en el estriado y la
SN¢, para descartar que los cambios observados estuvieran asociados a
cambios globales en el nimero de células microgliales, y no detectamos
diferencias en ninguno de los modelos estudiados, ni a los 6 ni a los 12 meses

de edad, respecto a los animales silvestres (Figura 48).
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Figura 47. Analisis de microglfa neurotéxica y neuroprotectora en la SNc de los modelos de aSyn
alos 6y 12 meses. (A) Iméagenes representativas de inmunofluorescencia mostrando el marcador
de microglia neurotéxica CD86 (verde), el marcador microglial Ibal (rojo) y el marcador
dopaminérgico TH (azul), en secciones de SNc de los modelos a los 6 y 12 meses de edad. Se
muestra a la derecha la cuantificacion correspondiente de porcentajes de microglia neurotoxica (2
campos por animal; n = 4 animales de 6 meses; n = 3 animales de 12 meses). Los datos estan
expresados como media + SD y los puntos representan valores de campo de cada estriado.
Escala: 50 um. (B) Iméagenes representativas de inmunofluorescencia mostrando el marcador de
microglia neuroprotectora CD206 (verde), el marcador microglial Ibal (rojo) y el marcador
dopaminérgico TH (azul) en secciones de SNc de los modelos a los 6 y 12 meses de edad. Se
muestra a la derecha la cuantificacion correspondiente de porcentajes de microglia
neuroprotectora (2 campos por animal; n = 3 animales). Los datos estan expresados como media
+ SDy los puntos representan valores de campo de cada estriado. Escala: 50 um.
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Figura 48. Microglia total en el estriado y la SNc de los modelos de aSyn. Microglia (células Iba1*)
por mm? en el estriado (STR) y la SNc de individuos silvestres (wild type), Snca”y SNCA-OVX a los
6y 12 meses de edad (4 campos por animal; n = 3-4 animales). Los datos estan expresados como

media + SD y los puntos representan valores de campo.

Estos resultados indicaban que el déficit de aSyn estaba inhibiendo el fenotipo
neurotoxico en el estriado y la SN¢, y aunque no era suficiente para propiciar
la aparicion de microglia neuroprotectora, si podia reducir la ratio M1/M2. Por
otra parte, la introduccidn del transgén de aSyn incrementaba los niveles de
microglia neurotdxica sobre el fondo Snca™ sin alcanzar niveles patoldgicos.
De nuevo, como ocurria en el resto de los analisis, detectamos las diferencias
especificamente a los 6 meses de edad y, en este caso, el estriado y la SNc
tenfan una respuesta inmune muy similar, tanto ante la falta como ante la
sobreexpresion de oSyn. Por otra parte, los resultados indicaban que la
presencia de oaSyn era necesaria para respuestas inmunes innatas
dependientes de microglia, puesto que su ausencia inhibia la aparicion de

microglia neurotéxica.
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La siguiente discusion se vertebrara, siempre en linea con los resultados
obtenidos, sobre cuatro debates fundamentales en la investigacion de la EP: el
uso de modelos animales, la vulnerabilidad neuronal selectiva, la axonopatia y
el debate sobre la ganancia de funcion toxica o pérdida de funcion de aSyn

en la EP.

CAPITULO I.
MODELOS MURINOS DE ENFERMEDAD DE PARKINSON

Los modelos murinos han constituido una herramienta de estudio de la EP,
pero en la actualidad todavia existen profundos debates sobre la idoneidad
del uso de estos modelos y su aplicabilidad a la patologia humana (Barker and
Bjorklund, 2020). Se han desarrollado modelos transgénicos, modelos basados
en la administracion de toxinas (MPTP, hidroxidopamina), y modelos basados
en la inoculacion de fibras pre-formadas de oSyn. Si bien es cierto que no
existe un modelo que recapitule todos los aspectos deseables para el estudio
de la EP (presencia de agregados proteinicos, muerte neuronal selectiva y
progresiva, alteraciones fenotipicas tempranas vy disfuncion motora mas
tardia), muchos de ellos han aportado conocimientos valiosos a sus areas de
estudio. En este trabajo hemos empleado dos modelos, obtenidos a partir de
la cepa B6.Cg-Tg(SNCA)OVX37Rwm Snca™"*/) desarrollada por el grupo de
Richard Wade-Martins en la Universidad de Oxford en el afio 2013: el propio
modelo SNCA-OVX y el modelo Snca” derivado del fondo sin oSyn murina
de esta cepa (Janezic et al.,, 2013). El modelo SNCA-OVX de sobreexpresion de
aSyn humana presenta alteraciones tempranas, previas a la muerte neuronal
dopaminérgica y a la disfuncion motora, que incluyen déficits en la liberacion
de dopamina en el estriado dorsal, una distribucion alterada de vesiculas

sinapticas e, incluso, cambios en la actividad intestinal. Posteriormente, estos
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animales muestran una reduccion de la latencia de calda en la prueba del
rotarod acelerado, concretamente a los 18 meses de edad, y una reduccion de
la longitud de zancada de las patas delanteras. La pérdida neuronal (30 %)
también se produce a los 18 meses de edad, pero en ausencia de agregacion
proteinica de tipo cuerpos de Lewy, microgliosis o astrogliosis generalizada.
Sin embargo, detectan la presencia de especies de alto peso molecular de
aSyn, correspondientes a oligdbmeros, en el mesencéfalo de animales tanto de
3 como de 18 meses de edad (Janezic et al, 2013). En una publicacion
posterior de rescate fenotipico sf observan, a nivel de SN, astrogliosis a los 12
meses de edad, y microglia ameboide (activada) a los 6 y 9 meses de edad.
También confirman la presencia de oligémeros de aSyn, especificamente en el
mesencéfalo, mediante ensayos de PLA de oSyn, a partir de los 6 meses
(Bengoa-Vergniory et al., 2020). Por su parte, el fondo knockout de oaSyn,
murina del modelo SNCA-OVX se obtuvo mediante cruces con animales de la
cepa B6:129X1-Snca™"sl/) (Abeliovich et al, 2000), siendo por ello la cepa
equivalente a nuestro modelo Snca” y de la cual se hablara en este apartado

mas adelante.

Inicialmente planteamos la caracterizacion fenotipica de los modelos SNCA-
OVX y Snca”” como una forma de corroborar lo reportado en la literatura,
pero también de establecer correlaciones con los experimentos posteriores,
realizados en animales de 3, 6 y 12 meses de edad. Como pretendiamos
profundizar en los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la
neurodegeneracion selectiva y la axonopatia, descartamos hacer estudios a los
18 meses, momento en que ya era evidente la pérdida neuronal en la SNc
segun la publicacion que describia el modelo. Encontramos una diferencia
respecto a esta publicacion al llevar a cabo la caracterizacion motora: a los 3

meses de edad detectamos diferencias entre los animales Snca”” y SNCA-OVX
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en la prueba del rotarod acelerado, puesto que, inesperadamente, el modelo
Snca”” mostré una reduccién de la coordinacion motora desde los 3 hasta los
12 meses de edad. En el caso de los animales SNCA-OVX no encontramos
esta reduccion a ninguna de las edades estudiadas, aunque no corroboramos
si a los 18 meses observabamos el mismo fenotipo que ellos puesto que no
incluimos esta edad en el estudio. Sin embargo, en el estudio de rescate
(Bengoa-Vergniory et al., 2020) si reportan una reducciéon de la coordinacion
motora a los 12 meses en individuos SNCA-OVX vs. individuos silvestres que
nosotros no detectamos en nuestro estudio. En cuanto al andlisis de huellas,
confirmamos la reduccion de la longitud de zancada en el modelo SNCA-OVX

respecto a animales Snca” y silvestres.

Recientemente se ha publicado que la eliminacion del componente Ndufs2 del
complejo | de la cadena respiratoria causa un fenotipo de EP progresivo en el
tiempo en ratones. El modelo Ndufs2”" presenta alteraciones motoras leves
que son dependientes de una disfuncion axonal dopaminérgica a nivel
estriatal; en cambio, las alteraciones motoras mas graves estarfan asociadas a
una disfuncion dopaminérgica a nivel de la SNc (Gonzalez-Rodriguez et al,
2027), lo cual serfa congruente con nuestros resultados y los de Janezic y
colaboradores. Los déficits de dopamina reportados en el modelo SNCA-OVX
en el estriado dorsal serian suficientes para generar una alteracion en su
marcha, pero no para causarles una afectaciéon general de la coordinacion
motora en el rotarod, que apareceria a los 18 meses en paralelo a la muerte

neuronal en la SNc.

En cuanto al modelo Snca”, como se ha comentado, serfa equivalente a la
cepa B6;129X1-Snca™®*/J, ya que de ella se derivd el fondo knockout del

modelo SNCA-OVX. Esta cepa fue publicada en el afio 2000 y presenta una
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reduccion del contenido de dopamina estriatal como consecuencia de un
incremento en la liberacion de este neurotransmisor en ausencia de
alteraciones vesiculares sinapticas o fenotipicas generales (Abeliovich et al,
2000). Este modelo, en concreto, se ha evaluado en otros estudios a nivel
motor encontrandose, en uno de ellos, una ligera tendencia a menores
latencias de caida en el rotarod acelerado, ademas de corroborarse la
reduccion de dopamina estriatal (Connor-Robson et al., 2016). En otro estudio,
en cambio, si encontraron una reduccion significativa del desempefio en esta
prueba motora, a causa de una patologia neuromuscular hallada en estos
animales (Pelkonen and Yavich, 2011). Estos estudios apoyarian, por tanto,

nuestros resultados en la prueba del rotarod acelerado ante la falta de aSyn.

Teniendo en cuenta todo esto, aparte de argumentar que debe existir una
afectacion a nivel de SNc para generar un fallo de coordinacién motora,
también pensamos que podria existir algin tipo de compensacion en el
modelo SNCA-OVX a raiz de la introduccion del transgén de aSyn humana,
que estarfa atenuando en cierto modo la disfuncion neuromuscular a
consecuencia del fondo Snca”". Por ello no encontrarfamos cambios en la
prueba del rotarod en el modelo de sobreexpresion. Ademas, estos hallazgos
reafirmaban la necesidad del uso del modelo Snca”” no solo para investigar
las funciones de aSyn, sino también para controlar qué cambios eran
puramente asociados a la sobreexpresion de aSyn (como era el caso de la
reduccion de longitud de zancada, por ejemplo) y qué cambios podian
representar, en realidad, alteraciones patoldgicas derivadas de la falta de aSyn
murina. De hecho, el mismo grupo de Richard-Wade Martins publico, en este
modelo animal, un analisis protedmico en el que detectaban un incremento
de proteinas mitocondriales en el mesencéfalo de animales SNCA-OVX

respecto a individuos silvestres, sin comparar con animales Snca”” (Ryan et al,,
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2027). Como hemos visto en nuestros resultados, el incremento en la
expresion de genes mitocondriales ya esta presente ante la falta de aSyn
enddgena, por lo que no se podria afirmar que es a consecuencia de la
sobreexpresion de aSyn. El hecho de excluir a los individuos Snca” en
trabajos posteriores a la descripciéon del modelo (Bengoa-Vergniory et al,

2020; Ryan et al., 2021) puede limitar la interpretacion de resultados.

Los modelos animales son necesarios todavia para comprender muchos
procesos fisiopatoldgicos, pero hay que tener muy presente en qué contexto
se estan desarrollando y qué factores los pueden condicionar. En nuestro caso
concreto, la interpretacion de los resultados compartidos entre el modelo
Snca””y SNCA-OVX puede tener dos vertientes a considerar: i) son debidos al
fondo sin aSyn enddgena (que no esta tan exento de alteraciones como se ha
reportado en estudios previos) o i) ambos modelos, mediante mecanismos
fisiopatoldgicos distintos, llegan a las mismas disfunciones. De este modo, los
Unicos cambios que hemos asociado inequivocamente a la sobreexpresion y
presencia de oligbmeros de aSyn son aquellos especificos del modelo SNCA-

OVX que no son compartidos con animales Snca™”.

CAPITULO Il
FISIOPATOLOGIA CELULAR ASOCIADA CON aSYN

oSyn en la via autofagica-lisosomal

Como se ha comentado en la seccion de resultados, hemos detectado una
induccion del proceso de autofagia en el estriado tanto del modelo de
ausencia (Snca””) como del modelo de sobreexpresion (SNCA-OVX) de aSyn
(Figura 49). Esta induccion quedaba reflejada por: i) los incrementos en

marcadores de autofagosomas y de induccion autofagica (LC3, Beclinal) en
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tejido de ratones de 6 meses; ii) la mayor respuesta al tratamiento con Baf.AT
de las neuronas estriatales en cultivo; v iii) la regulacion al alza de un gen clave
de induccion autofagica (Rbiccl/Fip200) entre los genes con una regulacion

diferencial mas significativa en el estriado de ambos modelos.

La posible funcién de aSyn en el proceso de autofagia no ha sido investigada
en profundidad, ya que se han hecho estudios enfocados al proceso
fisiopatolégico. En 2010, Winslow y colaboradores publicaron que la
sobreexpresion de aSyn impedia el proceso de autofagia, inhibiendo la
protefna Rabla, deslocalizando a Atg9 y evitando la formacion del
omegasoma (membrana precursora del fagdgoro). En el material
suplementario de este mismo articulo reportan que la reducciéon de niveles de
aSyn con RNA de interferencia genera un aumento del marcador de
autofagosomas LC3-Il en presencia y ausencia de BafAl, es decir,
incrementaba el proceso de autofagia. Sugerfan, por tanto, que aSyn tendria
un papel regulador en la sintesis de autofagosomas, ya que tanto un
incremento como una disminucion de sus niveles fisioldgicos afectaba a dicho
proceso (Winslow et al, 2010). Posteriormente, en otra publicacion que
investigaba el papel de oSyn en la autofagia de linfocitos T humanos
detectaban los mismos resultados: el silenciamiento del gen SNCA aumentaba
los niveles de LC3-ll de forma basal y tras los tratamientos de inhibicion
lisosomal con pepstatina A y E64d y, ademas, reducia los niveles del receptor
de autofagia p62, congruente con un incremento autofagico y mayor
degradacién de dicho sustrato (Colasanti et al., 2014). En nuestros modelos no
observamos que se produjera, en el estriado, ninguna reduccion en el
marcador de flujo autofagico p62, como cabria esperar de un aumento en la
via autofagica. Ademads, tras el tratamiento con BafAl esperarfamos un

incremento de p62 en neuronas silvestres (derivado de prevenir su
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degradacion lisosomal) que tampoco alcanzamos a detectar. Sin embargo, los
cambios en LC3-Il'y en la ratio LC3-II/LC3-I sf mostraban en cultivos primarios
estriatales que el tratamiento funcionaba en todos los genotipos. Este hecho
nos hizo pensar que quizas las neuronas estriatales tenian una mayor
dependencia de otros receptores de autofagia, lo que explicaria que p62 no
fuera lo suficientemente resolutivo o sensible a cambios en el proceso de
autofagia en el estriado, ni siquiera en neuronas silvestres. Unicamente
detectamos un sutil cambio en la expresion de p62 entre los modelos de aSyn
ya que, en cultivo estriatal tras el tratamiento con Baf.Al, las neuronas
parecian mostrar respuestas opuestas, v la diferencia entre modelos alcanzaba
la significacion estadistica, pero no con respecto a neuronas silvestres. Cuando
exploramos  nuestros resultados transcriptomicos mas alld  de los
enriquecimientos funcionales, en busca de cambios que explicaran o
corroboraran esta induccién autofagica, detectamos que en el estriado la
expresion de dos receptores de autofagia, NBRT (Log2FoldChange:
0.555118086; P-valor ajustado: 0.04001495) y TAXIBP1 (Log2FolgChange:
0.680085443; P-valor ajustado: 0.00128243), estaba regulada al alza en el
modelo Snca””, pero no la expresion de p62. Esto podria indicarnos que, a
nivel transcriptémico, la induccion autofagica resultaba en o iba acompafiada
de un incremento en la expresion de estos receptores de autofagia. Segun
estos resultados, por tanto, para comprobar si la induccion se traducia en un
incremento del flujo autofagico y una mayor degradacién de sustratos,
hubiera sido mas resolutivo detectar los niveles proteinicos de NBR1 vy
TAXIBP1, en lugar de p62, ya que el proceso parecia ser mas dependiente de
dichos receptores. Cabe resaltar que, recientemente, se ha publicado un
mecanismo por el cual TAXIBP1 es capaz de reclutar a Rb1ccl/FIP200, cuya
expresion también encontramos incrementada, alrededor de sustratos

autofagicos con NBR1, y promover asf la formacion local de autofagosomas en
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un proceso independiente de LC3 (Ohnstad et al., 2020). Todo ello podria
apuntar a que aSyn es necesaria para que el proceso de autofagia ocurra
correctamente, puesto que su ausencia promueve una induccion de esta via.
Esta induccién podria darse como respuesta a una necesidad de degradacion,
bien por la presencia de componentes celulares dafiados, bien porque el
proceso autoféagico sea subdptimo ante la falta de aSyn o ambos. En cualquier
caso, esto explicaria que, a nivel transcriptomico, encontrasemos una
regulacion al alza de mecanismos alternativos del proceso autofagico, como el
mencionado anteriormente para la formacién de autofagosomas, de forma

que se cumpla con las necesidades degradativas de la célula.

Seguin lo expuesto al inicio de este apartado, el modelo SNCA-OVX también
mostraba evidencias de induccion autofagica, incluyendo la regulacion
transcriptomica de Rbiccl, pero no mostraba cambios en la expresion de los
receptores NBR1 o TAXIBP1. Sin embargo, esta induccion podia ser el efecto,
de nuevo, del fondo sin aSyn, atenuandose parcialmente al introducir el

transgén SNCA.

En cuanto a la respuesta autofégica de los modelos de aSyn en la substantia
nigra pars compacta (SNc) o mesencéfalo ventral (vM), no detectamos ningun
indicio de induccion autofagica, quizas debido a que las neuronas
dopaminérgicas no mostraban esta respuesta a nivel de soma o a que no
pudimos detectarla debido a los efectos dilutorios de zona en experimentos
de Western blot de tejidos. Aunque no era estadisticamente significativo, sf nos
llamé la atencion que LC3-ly LC3-l, que no mostraban ningln cambio en el
Western blot de vM a los 6 meses, parecian aumentados a los 12 meses en los
dos modelos de aSyn, lo que podria indicar que la respuesta autofagica en vM

era posterior a la estriatal. Por otro lado, cuando analizamos la presencia de
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agregados de p62 en neuronas dopaminérgicas, el modelo SNCA-OVX
presentaba un ligero incremento en este marcador, lo cual serfa esperable
puesto que Janezic y colaboradores reportan la presencia de oligdmeros de
aSyn (aunque no de agregados de tipo cuerpos de Lewy) desde edades muy
tempranas en este animal (Janezic et al, 2013), los cuales serfan detectados
por el receptor de autofagia p62. Estos oligdmeros no estarian presentes en
individuos Snca””, por lo que esta diferencia entre modelos en el marcador
p62 serfa coherente con ello (Figura 49). Ademas, los acimulos de p62 se
encontraban a nivel del soma de las neuronas dopaminérgicas en la SNc
especificamente, regiéon en la que se habian reportado los oligémeros de aSyn
(Bengoa-Vergniory et al., 2020). La falta de aSyn, por su parte, sélo generaba
mayores niveles de fluorescencia de p62 a los 12 meses de edad, por lo que
podria estar asociada al propio envejecimiento en estos animales. Por tanto,
los incrementos tempranos de p62 en la SNc si serfan una alteracion especifica

causada por la sobreexpresion de aSyn.

Si bien el estriado y la SNc podian no tener la misma respuesta autofégica, si
detectamos que los cambios lisosomales a los 6 meses eran compartidos por
ambas regiones, tanto ante la falta como ante la sobreexpresion de oSyn
(Figura 49). Existen, como hemos visto en la introduccion, pruebas de
disfuncion lisosomal ante mutaciones o exceso de aSyn, que llevan, a su vez, a
mas deposicion de esta proteina. Sin embargo, en nuestro conocimiento, es la
primera vez gue se reporta un incremento de sefial lisosomal ante la falta de
aSyn. Detectamos este incremento tanto a nivel tisular, en el estriado y la SNc
de animales de 6 meses, como en neuronas estriatales en cultivo embrionario.
Nos planteamos que aSyn podia tener una relacion directa con la homeostasis
lisosomal, a nivel de biogénesis o dinamica. A priori, descartariamos un fallo en

la actividad lisosomal, puesto que en este caso el tratamiento de inhibicion
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lisosomal con Baf A1 en las neuronas Snca”” no hubiera tenido ningdn efecto
afladido sobre la cantidad de autofagosomas. Teniendo en cuenta la funcion
descrita para aSyn en la dindmica vesicular y las membranas en el terminal
presinaptico, estas alteraciones podrian responder a un fallo en la regulacion
vesicular, quizas asociado a la pérdida de interacciones clave de aSyn con
reguladores de membranas, como las GTPasas Rab o las proteinas del
complejo SNARE. En linea con esto, hemos observado que la falta de aSyn
genera cambios transcripcionales en genes relacionados con exosomas, tanto
en el estriado como en el vM. Por otra parte, como veremos a continuacion,
los contactos mitocondriales también podrian estar jugando un papel en la

respuesta autofagica y dinamica lisosomal.

aSyn en la homeostasis y bioenergética mitocondriales

El analisis del transcriptoma reveld una desregulacion bioenergética de la via
nigroestriada en animales Snca™ y, aunque en los andlisis de enriquecimiento
en GO terms no obtuvimos los mismos resultados en el modelo SNCA-OVX,
los heatmaps parecian indicar que este modelo compartia las alteraciones
mitocondriales de los animales Snca””, quizés a consecuencia del fondo sin

aSyn (Figura 49).

Ante una disfunciéon bioenergética como la que encontrdbamos en el estriado
de los animales Snca” a nivel transcripcional, cabria esperar una situacion de
crestas desestructuradas o reducidas (Baker et al, 2019); sin embargo,
encontramos una situacidon completamente opuesta, y estas mitocondrias
mostraban un incremento en la superficie de sus crestas (Figura 49). Por su
parte, en el vM habfa un incremento de la expresion de genes de la CTE y, en
este caso, no detectamos cambios en la morfologia mitocondrial. Si

detectamos en términos cualitativos que, con independencia del genotipo, en
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el vM se observaban més mitocondrias desestructuradas y con menos crestas
que en el estriado. Estos hallazgos mitocondriales son de gran relevancia
puesto que, como se ha comentado, se ha publicado que la disfuncién del
complejo | de la CTE es suficiente para generar una neurodegeneracion
progresiva similar a la observada en pacientes de EP, por lo que se ha vuelto a
poner el foco en la disfuncion bioenergética como mecanismo patolégico
central de esta enfermedad neurodegenerativa (Gonzalez-Rodriguez et al,
20217). En el caso de nuestros modelos, esta reduccion se hallaba en el
estriado, mientras que en el vM encontrabamos una activacion transcripcional

de componentes bioenergéticos.

Se ha publicado que la falta de oSyn puede generar una disfuncion
bioenergética y cambios lipidicos mitocondriales (Ellis et al., 2005), y esta
descrito que confiere resistencia a la neurotoxina MPTP (Dauer et al, 2002),
por lo que ya se han establecido vinculos directos entre la funcion fisioldgica
de aSyn y la CTE. De hecho, como se ha mencionado en la introduccion,
Ludtmann y colaboradores publicaron que aSyn ejerce un papel regulador
sobre la ATP sintasa, y el déficit de las sinucleinas o, B y y causa un
desacoplamiento mitocondrial, con mayores niveles de respiracion, pero
menor potencial de membrana (Ludtmann et al., 2016). Por el contrario,
posteriormente otro estudio afirmaba que el déficit de aSyn no produce
ninguna alteracion bioenergética en neuronas hipocampales o sinaptosomas
murinos (Pathak et al,, 2017). Los modelos y técnicas empleadas podrian estar
jugando un papel en las diferencias entre estas publicaciones, asi como con
nuestros resultados. En nuestra experiencia, hemos observado que la falta de
aSyn genera una desregulacion en la expresion génica de complejos de la
CTE vy, por primera vez, detectamos que esta desregulacion es dependiente de

la region de estudio, pudiendo ello aportar informacion sobre mecanismos de
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vulnerabilidad neuronal selectiva. Por otro lado, el incremento de crestas
mitocondriales en el estriado podria ser un mecanismo compensatorio o el
origen de esta regulacion transcripcional ante el déficit de aSyn. Entre los
genes mitocondriales diferencialmente expresados en el modelo Snca””
encontramos algunos de los factores que gobiernan la morfologia de las
crestas: la ATP sintasa y MICOS13 (Baker et al., 2019). Estos, al igual que los
componentes de la CTE, se encontraban regulados a la baja en el estriado y al
alza en vM, lo cual nos llevd a pensar que la respuesta transcriptdomica era a
consecuencia de las anomalias morfolégicas mitocondriales, y no a la inversa,
de forma que la célula detecta este exceso de crestas y reduce la expresion de
genes de la CTE para compensarlo. Sin embargo, no se podia determinar el
orden de eventos con total certeza, y serfa necesario ampliar el estudio de
morfologia mitocondrial para determinar si las mitocondrias mostraban, por

ejemplo, alteraciones en procesos fusiéon o fision.

La regulacion bioenergética es clave en la biologia dopaminérgica, debido a
sus elevados niveles de actividad y de estrés oxidativo. Como hemos visto,
uno de los puntos de mayor demanda energética es el axon, y las neuronas
dopaminérgicas presentan axones de gran longitud, altamente arborizados
(existen estimaciones que sitlan la longitud total promedio de estos axones en
humanos en 4.5 m), lo que afiade otra capa de complejidad al cumplimiento
de las necesidades bioenergéticas en estas neuronas (Bolam and Pissadaki,
2012; Surmeier et al, 2017). Segun la publicacion de Abeliovich vy
colaboradores, en la que describian el modelo Snca”, estos animales
muestran un aumento de la liberacion de dopamina estriatal (Abeliovich et al,,
2000), lo cual serfa congruente con nuestro incremento en la expresion de
genes axonales y sinapticos en el estriado. Este nivel de actividad podria estar

desencadenando, ademas, la regulacion al alza de genes de la CTE que
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observamos en el vM, para aumentar la produccion de energia y mantener los
niveles de neurotransmision en los axones dopaminérgicos estriatales (Figura
49). Por su parte, los eventos a nivel estriatal previamente mencionados
podrian originarse bien por las propias alteraciones generadas por la ausencia
de aSyn en las neuronas estriatales (como el incremento de contactos
mitocondriales con lisosomas, como veremos a continuacion), pero también
condicionarse por las alteraciones axonales que incrementan la entrada
dopaminérgica. Aunque no quedaban esclarecidas las relaciones causales
entre los defectos mitocondriales encontrados, la falta de aSyn generaba
cambios bioenergéticos en regiones clave de la EP que podrian poner en
riesgo a las neuronas dopaminérgicas, debido a su dependencia energética y
vulnerabilidad intrinsecas, y a las neuronas estriatales, que estaban sufriendo
adaptaciones para lidiar con los defectos celulares, ya fueran transcriptomicas

o morfoldgicas.

aSyn en los contactos mitocondriales

Las funciones mitocondriales y lisosomales estan intimamente ligadas: una
disfuncion mitocondrial es capaz de generar defectos lisosomales, incluyendo
fallos de actividad y una morfologia vacuolar (Demers-Lamarche et al., 2016;
Fernandez-Mosquera et al, 2019). Las funciones de estos organulos son
altamente dependientes de su morfologia y dindmica, y los MCS entre ellos
tienen un profundo impacto sobre esta dinamica. Hemos observado que las
neuronas estriatales en cultivo sin aSyn, pero no las transgénicas, ven
incrementados estos contactos, estableciendo de este modo el primer vinculo
entre aSyn y los contactos entre la mitocondria y los lisosomas (Figura 49). Del
mismo modo, Kim y colaboradores reportan, en neuronas derivadas de un
paciente de EP con mutaciones en el gen GBA que codifica la

glucocerebrosidasa (GCasa), que la reduccion de la actividad de esta enzima

163



discusion

lisosomal genera fallos en el desacoplamiento entre la mitocondria y el
lisosoma, por lo que, al igual que ante el déficit de aSyn, estos contactos se
ven incrementados, asi como su duracion. Observan que esto se traduce,
ademas, en una reduccion de la distribucion axonal de las mitocondrias, de su
consumo de oxigeno y de la produccion de ATP (Kim et al., 2021). Existen
evidencias de cambios en estos MCS como causa subyacente de otras
patologias, donde la mitocondria y los lisosomas también tienen un
protagonismo fisiopatoldgico, como es la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth.
En este caso, la pérdida de funcién de la proteina mitocondrial de anclaje de
estos contactos, GDAP1, es capaz de generar defectos en la red mitocondrial y
en la morfologfa lisosomal y, ademés, ralentizar el proceso de autofagia, al
perderse interacciones necesarias para la biogénesis de autofagosomas desde
las MAM, donde también reside GDAP1 (Cantarero et al, 2020) (ANEXO).
Curiosamente, aSyn ha sido localizada, al igual que GDAP1, en los contactos
mitocondria-RE o MAM (Guardia-Laguarta et al., 2014), y hemos observado
que la falta de aSyn reduce significativamente los niveles proteinicos de esta
protefna mitocondrial de anclaje. En un anélisis exhaustivo de la relacion entre
aSyn y las MAM, Cali y colaboradores determinaron que el efecto sobre los
propios contactos y la transferencia de calcio que se da en ellos era
dependiente, no solo de la dosis de aSyn, sino también de su distribucion. Al
superar cierta cantidad de aSyn, esta se agregaba generando focos celulares,
y su efecto era equivalente al silenciamiento de oSyn: se reducian la
transferencia de calcio y los contactos entre la mitocondria y el RE. Ademés,
los fallos en la liberacion de calcio iban acompafiados de una induccion del
proceso de autofagia, incrementandose la ratio LC3II/LC3I y reduciéndose el
p62 cuando los niveles de aSyn generaban mas focos o cuando se silenciaba
(Cali et al., 2012). Por otro lado, también se ha publicado que la actividad del

complejo | de la CTE es necesaria para la autofagia méxima, ya que su
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inhibicion limita esta via al impedir un incremento de lipidos especificos de las
MAM (Thomas et al,, 2018), lugar de formacion de autofagosomas (Hamasaki
et al, 2013). Contextualizando nuestros resultados en estos estudios existirfa,
por tanto, la posibilidad de que el incremento autofagico que detectamos a
nivel estriatal tuviera su origen en una disfuncion de las MAM ante la falta de
aSyn, como ya se ha reportado en otros modelos, mientras que las propias
alteraciones mitocondriales y lisosomales podrian proceder, al menos en
parte, de cambios en los contactos entre ellos que condicionaran su dinamica

y funcionamiento.

Los MCS mitocondriales son un area de estudio relativamente nueva pero
central en las enfermedades neurodegenerativas, ya que constituyen
plataformas donde confluyen muchas de las alteraciones celulares reportadas
en estas patologias. Aungue no hemos determinado si aSyn se encuentra
directamente en los contactos entre mitocondrias y lisosomas, si sabemos que
su ausencia los altera, asi como la biologia de ambos orgéanulos. Por otra
parte, aunque tradicionalmente no se asocia la falta de aSyn con la EP, tal
como demostrd el estudio de Cali y colaboradores, un cierto nivel de
agregacion de aSyn puede tener un solapamiento patolégico con el déficit de
aSyn, por secuestrar a la proteina en estructuras insolubles, idea que se

desarrollaré en el Ultimo apartado de esta discusion.

165



discusion

SNCA-OVX Snca”’”

Dilataciones
SNc del RE

Anomalias nucleares

f Lisosomas f Lisosomas

* Expresion de
genes de CTE

$o62y W
oligbmeros de aSyn : .
\\\
STR ® € ; 4 Expresion de
genes axonales | | 4 Demanda

; — bioenergética
4 Liberacion de y degradativa
dopamina

* Liberacion de
dopamina

Autofagia
* glay

4 Autofagia y
autofagosomas

autofagosomas

f Lisosomas * Lisosomas

[ Exclusivo Snca- Anomalias mitocondria- Expresion de
Exclusivo SNCA-OVX nucleares lisosoma v genes de CTE
[l Compartido

f Crestas

Figura 49. Alteraciones fisiopatoldgicas tempranas en el estriado y la SNc de los modelos de aSyn
a los 6 meses de edad. Ambos modelos comparten total o parcialmente alteraciones en el
proceso de autofagia, defectos lisosomales y defectos mitocondriales. También presentan
alteraciones especificas, especialmente en la neurotransmisién, y asociadas a la presencia de
oligébmeros de aSyn en el caso del modelo SNCA-OVX. CTE: cadena de transporte de electrones.
MCS: sitios de contacto de membranas. RE: reticulo endoplasmatico. SNc: substantia nigra pars
compacta. STR: estriado. Imagen creada con BioRender.

166



discusion

CAPITULOIII.
OSYN EN LAS RESPUESTAS INMUNES

Cuando quisimos evaluar alteraciones neuroinflamatorias en nuestros
modelos, o hicimos con el fin de determinar en qué grado los defectos
observados podian causar dafios neuronales o activacion de células del
sistema inmune. También como forma indirecta de determinar si existia alguna
respuesta iniciada en el estriado que, posteriormente, se extendiera a la SNc
en modelo SNCA-OVX. De nuevo, en el Gene Set Enrichment Analysis (GSEA),
nos encontramos inesperadamente con que la ausencia de aSyn generaba, en
el estriado de animales de 6 meses, respuestas inmunes innatas,
concretamente de la microglia, pero también respuestas inmunes adquiridas,
con incrementos en la expresion de genes clave para la diferenciacion de
linfocitos T colaboradores (CD4"). Detectamos, ademas, genes regulados al
alza relacionados con la ruta de NF-kB y, aunque no alcanzaba la significacion
estadistica en individuos Snca”, los resultados del anélisis de fosforilaciones
por Western blot parecian mostrar una tendencia hacia dicha activacion.
Curiosamente, en individuos SNCA-OVX si detectamos la activacion
significativa de la ruta de NF-kB y, en ambos modelos, la activacion de la ruta
MAPK de ERK1/2. Sin embargo, estas activaciones de rutas de sefializacion, en
el caso de la ausencia de oSyn, no procedian de una respuesta
proinflamatoria, puesto que los datos transcriptomicos apoyaban la presencia
de linfocitos CD4" de tipo Th2 y la produccion de IL-4 que, segun lo descrito
en la literatura y tal como comprobamos, reducian los fenotipos microgliales
proinflamatorios (M1), tanto en el estriado como en la SNc. Argumentamos,
por ello, que la activacion de la ruta de NF-kB estarfa relacionada con la
induccion de genes de diferenciacion de linfocitos Th2, como el factor de

transcripcion GATA-3. En el caso del modelo SNCA-OVX, aunque no
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encontramos enriquecimientos significativos relacionados con
neuroinflamacion en el GSEA, quizas por la mayor variabilidad entre animales,
si detectamos activaciones de NF-kB y ERK1/2 en el anélisis de sus rutas por
Western blot. Estas activaciones podrian estar relacionadas con la respuesta
microglial ante oligémeros de aSyn, ya que encontramos un incremento de la
microglia M1 con respecto a individuos Snca”’”. Sin embargo, estos
incrementos no alcanzaban niveles patoldgicos de microglia neurotoxica;
Unicamente en el estriado detectamos una tendencia a niveles superiores en

comparacion a los animales silvestres.

El papel fisiolégico de aSyn en la inmunidad es un campo de investigacion
todavia en expansion y, aunque con resultados contradictorios, se ha
demostrado que aSyn es importante para modular las respuestas inmunes. La
relevancia del papel de aSyn en inmunidad radica en que podria estar
mediando una respuesta inmune en el tracto gastrointestinal, ya que se han
observado incrementos de expresion y acumulos de aSyn en el sistema
nervioso entérico de pacientes con infecciéon por norovirus, donde actuaria
como activadora y quimioatrayente de células inmunes (Stolzenberg et al,
2017; Barbut et al,, 2019); en linea con estos resultados, se ha visto que la falta
de aSyn causa susceptibilidad a las infecciones de ciertos virus, al perderse
estas activaciones (Beatman et al, 2015, Tomlinson et al, 2017). Estos
mecanismos podrian tener un impacto sobre la etiologia de la EP, ya que el
incremento de la expresion de aSyn ante infecciones intestinales podria
desencadenar su agregacion secuencial y alcanzar el sistema nervioso central.
Coincidiendo con los estudios mencionados, Alam y colaboradores asignan a
aSyn una funcién de alarmina (DAMP) necesaria para el reclutamiento de
macréfagos o células dendriticas y la aparicion de fenotipos proinflamatorios,

como linfocitos CD4" Th1y microglia M1, mientras que su ausencia reducia las
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respuestas inflamatorias (Oppenheim, 2020; Alam et al., 2022). Estos estudios
explicarfan el incremento de microglia M1 que observabamos en animales
SNCA-OVX respecto a animales Snca”, puesto que la introduccién del
transgén de oSyn humana promoveria la aparicion de fenotipos neurotoxicos,
mientras la ausencia de oSyn los reducirfa. Sin embargo, también existen
estudios que afirman lo contrario, y defienden que el déficit de aSyn
promueve la aparicion de fenotipos microgliales reactivos, citoquinas

proinflamatorias, como TNF-q, y prostaglandinas (Austin et al., 2006, 2011).

Teniendo todo esto en cuenta, nuestros resultados apoyarian que aSyn es
necesaria para la activaciéon de ciertas respuestas neuroinflamatorias, puesto
que su ausencia modula dichas respuestas, promoviendo la aparicion de
linfocitos colaboradores de tipo Th2 y reduciendo la aparicion de microglia
neurotoxica. Por su parte, la introduccion de aSyn humana a través del
transgén que contiene el modelo SNCA-OVX es suficiente para incrementar la
microglia M1 sobre los niveles del modelo knockout, aunque no alcanza

niveles patoldgicos.

IMPLICACIONES FINALES

aSyn en la vulnerabilidad neuronal selectiva y la axonopatia

La proteina aSyn surgid en vertebrados, por lo que sabemos que su aparicion
evolutiva y su elevada expresion a nivel de sistema nervioso podrian
responder a necesidades o funciones superiores de las neuronas. aSyn tiene
un papel intimamente ligado a la dinamica vesicular y de membranas, ya que
puede asociarse con membranas de gran curvatura (es decir, vesiculas de
pequefio tamafio) y con MCS como las MAM (gracias a su afinidad por las

balsas lipidicas); ademés, es capaz de interaccionar con proteinas clave en
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estos procesos, como las proteinas SNARE vy las GTPasas Rab. Como hemos
visto en los resultados de esta tesis, aSyn juega un papel esencial en la
homeostasis mitocondrial, lisosomal y en el proceso de autofagia, quizas a
través de su papel en los contactos mitocondriales, o a través de interacciones
clave de dinamica de membranas (ya sea con las propias vesiculas o con
proteinas reguladoras). La Unica funcidon descrita para esta proteina es la
regulacion de los reservorios vesiculares durante la exocitosis de
neurotransmisores. No serfa descartable que aSyn modulara otras funciones
celulares que implicaran la formacién de vesiculas y que incluso sirviera,
quizés, como vinculo entre la neurotransmision y las necesidades degradativas
o0 energéticas de la neurona. Existen, por ejemplo, muchas proteinas
implicadas en neurotransmision que también participan en el inicio del
proceso autofagico en el axén: la endofilina A, relacionada con endocitosis y
exocitosis de vesiculas sindpticas, también regula la formacién del
autofagosoma al reclutar a la proteina de autofagia ATG3; la proteina
Bassoon, localizaba en la zona activa del terminal sindptico, puede secuestrar
a ATGS5 y regular la autofagia en el axén; y la sinaptojanina, implicada en EP
(Tabla 1), se ha relacionado con el proceso de autofagia en la unién
neuromuscular en Drosophila melanogaster (Hill and Colon-Ramos, 2020). Al
igual que la ausencia de aSyn genera en el modelo Snca”” un incremento en
la liberacién de dopamina (Abeliovich et al., 2000), podria causar el mismo
efecto a nivel autofagico, incrementando la formacion de autofagosomas por
la falta de su regulacion, o bien desencadenarse como respuesta a un
incremento de la actividad sinaptica, que genere mas desechos que necesiten

eliminarse.

Sabemos que la ausencia de aSyn no causa grandes defectos fenotipicos ni

reduce la viabilidad de los modelos animales; tampoco es necesaria para el
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correcto desarrollo del terminal presinaptico. Argumentamos, por ello, que
serfa necesaria para estas funciones superiores de optimizacion en la
regulacion vesicular y en los contactos membranosos, de forma que su
ausencia hace que estos procesos se entorpezcan O no estén o

suficientemente coordinados.

Las neuronas estriatales no mueren en la EP, sino que sufren cambios
adaptativos derivados de la pérdida de entrada dopaminérgica, reduciendo
sus espinas dendriticas y remodelando sus conexiones corticoestriatales
(Villalba and Smith, 2018). En nuestros resultados, hemos visto también que
son capaces de desencadenar respuestas para adaptarse a los defectos
bioenergéticos causados por el déficit de aSyn, por ejemplo. En el caso de las
neuronas dopaminérgicas, la pérdida de funcion o la agregacion de aSyn
puede suponer un desafio en la regulaciéon de membranas, hasta el punto de
suponer una amenaza real a su homeostasis y actividad, ya que son mucho
més dependientes del correcto funcionamiento y distribucion mitocondriales,
tienen mucho mas estrés oxidativo a nivel basal, y cualquier vesicula u
organulo debe viajar largas distancias desde el axdén hasta el soma para
degradarse, por ejemplo. Por estas particularidades, su margen de adaptacion
ante fallos de este tipo puede ser menor, ya que sus mecanismos
bioenergéticos y degradativos estan ya tensionados per se. Si aSyn estuviera
gjerciendo este tipo de funciones superiores, serfa facil pensar que las
neuronas dopaminérgicas estarian entre los tipos neuronales mas vulnerables

del sistema nervioso central y dependientes de la accion de aSyn.

Por otro lado, hemos visto que la mayoria de los cambios que hemos
encontrado ante la falta o la sobreexpresion de aSyn han sido a los 6 meses

de edad, mientras que a los 12 meses encontrabamos menos alteraciones. Sin
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embargo, en el analisis por Western blot de marcadores autofagicos en tejidos,
LC3-I' y LC3-Il parecian incrementarse a los 12 meses en el vM, en un
comportamiento similar al observado para estos mismos marcadores en los
estriados de 6 meses. Los mismo ocurrfa en el analisis por Western blot del
marcador lisosomal LAMPT: si a los 6 meses el estriado era el tejido que
mostraba un patron de incremento en los modelos, a los 12 meses parecia ser
el vM. Aunque serfa necesario corroborarlas mas en profundidad, ya que no
alcanzaban la significacion estadistica, estas observaciones podrian indicarnos
que los primeros cambios ante la falta o el exceso de aSyn ocurririan en el
estriado, en los terminales presinapticos, donde se encuentra esta proteina
mayoritariamente, y se traducirian en respuestas a nivel local tanto axonales
como de las neuronas receptoras estriatales. A los 12 meses, en cambio,
podriamos estar viendo las consecuencias ante la falta o exceso de aSyn en el

soma de la neurona dopaminérgica.

Enfermedad de Parkinson asociada a aSyn: ;ganancia de funcién

téxica, pérdida de funcién o ambas?

Clasicamente, cuando se habla del papel de aSyn en la EP se aborda desde
un punto de vista fisiopatoldgico, asignandole una ganancia de funcion téxica
cuando el gen esta multiplicado o presenta mutaciones patologicas. Los
modelos de déficit de aSyn, por el contrario, siempre han estado asociados a
fenotipos leves y a la ausencia de grandes defectos celulares, atrayendo poco
0 nada de atencion en la investigacion de la EP. Sin embargo, desde hace
unos afios esta comenzando a debatirse la posibilidad de que la EP tenga un
componente de pérdida de funcién de aSyn, ya que la agregacion de aSyn
supondria una reduccion de la disponibilidad de la proteina en su estado
nativo y soluble. También puede suponer, ademés, una modificacion de sus

interacciones con membranas y otras proteinas, por lo que, en realidad,
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ademés de una ganancia de funcién todxica por agregacion, estarfamos
atendiendo a una situacion de pérdida de funcion. Para abordar esta cuestion,
Burré y colaboradores ya publicaron un estudio de mutagénesis en el que
clasificaban distintas formas de oSyn (formas truncadas, con mutaciones
patoldgicas y con sustituciones de prolinas) segun su efecto sobre la funcion
fisioldgica y patogenicidad (Burré et al, 2012). Aunque concluyen que las
secuencias requeridas para la funcion y para los efectos patolégicos son
independientes, y que la agregacion de oSyn correlaciona con su
neurotoxicidad, observan que una reduccion de >75 % de la union a
membranas de oSyn se traduce en una pérdida de su funcidon como
chaperona de los complejos SNARE (umbral que podria alcanzarse con ciertos
niveles de agregacion, por ejemplo). De hecho, en este mismo articulo
debaten las dos posibilidades: que los agregados en si mismos sean
neurotoxicos o que la agregacion desprovea a la neurona de sinucleinas
causando una perdida de funcion indirecta. Descartan esta posibilidad
argumentando la falta de patologia y de muerte neuronal en los modelos sin
las sinucleinas o, By v; sin embargo, si reportan que estos animales presentan
alteraciones motoras y un incremento de muerte prematura respecto a
individuos control (Burré et al, 2010). En nuestros resultados, la ausencia
simple de aSyn ya es suficiente para causar una reduccion en la coordinacion
motora desde edades tempranas, la cual se ha reportado en otros estudios

(Pelkonen and Yavich, 2011).

Entre 2012 y 2018, el grupo de Fredric Manfredsson publicd varios trabajos en
los que debatfa la posibilidad de que la pérdida de funcién de aSyn fuera un
contribuyente a la muerte neuronal en la EP (Kanaan and Manfredsson, 2012;
Benskey et al., 2016, Collier et al., 2016); incluso, reportd una pérdida de

neuronas dopaminérgicas y neuroinflamacion ante el silenciamiento de oSyn
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en neuronas de la SNc de ratas (Benskey et al., 2018), aunque otros estudios
no han obtenido los mismos resultados (Zharikov et al., 2019). En otro trabajo
realizado con dos modelos murinos sin aSyn concluyen que aSyn influye en el
nimero de neuronas dopaminérgicas de la SNc¢, ya que ambos modelos
presentan una reduccion de estas neuronas desde estadios embrionarios
(Garcia-Reitboeck et al., 2013). Estos resultados ponen mas de manifiesto la
importancia de aSyn a nivel fisiolégico en la biologia de las neuronas

dopaminérgicas.

La idea de que en realidad hay un componente de pérdida de funcion
también se sostiene en ciertos hallazgos en pacientes: se ha publicado que
existe una reducciéon de biomarcadores de alzhéimer, como AB1-42, Tau total
o Tau fosforilada, y la propia aSyn en el liquido cefalorraquideo de pacientes
de EP (Kang et al., 2013; Irwin et al., 2020) y, ademas, muchos ensayos clinicos
de tratamientos dirigidos a eliminar o reducir los niveles de aSyn han fallado o
incluso empeorado las funciones motoras de los pacientes (Espay, 2022), lo
cual estd llevando a que surjan nuevas teorfas y se revise la proteinopatia

como dogma en la EP (Espay et al., 2019) (Figura 50).

Como hemos visto en este trabajo, el déficit de aSyn genera defectos en
muchas de las rutas fisiopatolégicas clave de la EP (Figura 49), por lo que su
falta no resulta tan inocua como se habia reportado. De hecho, cuando
analizamos los enriquecimientos de los datos transcriptomicos obtuvimos,
tanto en el estriado como en el vM Snca””, un enriquecimiento en rutas KEGG
de las principales enfermedades neurodegenerativas, como EP, enfermedad

de Alzheimer y enfermedad de Huntington.

174



discusion

Estado de la proteina
P Proteina no

funcional -~

s @ P

Proteina funcional ———»

ajgnjosul eui2104d ap $3BAIN

<@
PN %
2 aSyn soluble
© Pérdida de funcién Pérdida de funcién Gananciade % Y
‘% compensada descompensada funcién téxica Ol 9 BMeros
sl *’% . ricos en hojas B
8 % & Fibras insolubles
[% )
% * Cuerpos de Lewy
Progresién de la enfermedad
Asintomético —— >iNomas - Sintomas
tempranos tardios

Figura 50. Esquema simplificado del modelo de proteinopenia propuesto por Espay y
colaboradores. La progresion de la enfermedad avanzarfa en paralelo a una pérdida de funcion
de la proteina, al secuestrarse en formas insolubles. En estadios avanzados, la funcién de la
proteina se perderfa por completo y la presencia de agregados de gran magnitud causaria,
ademés, la ganancia de funcion toxica. Imagen creada con BioRender.

Teniendo en cuenta nuestros resultados y la bibliografia anteriormente
expuesta, argumentamos que el déficit de aSyn, derivado de su secuestro en
formas insolubles, serfa necesario, pero no suficiente, para causar la muerte de
las neuronas dopaminérgicas en la EP. A los defectos descritos en este trabajo,
asociados a la falta de aSyn, se les sumaria la presencia de agregados de
aSyn, los cuales colapsarfan en mayor medida los procesos que ya estarfan
desplazados de su estado homeostatico. Como se ha expuesto en la
introduccion, aparte de aSyn, los cuerpos de Lewy estan formados por
organulos, como mitocondrias y lisosomas, vesiculas y proteinas sinapticas,
por lo que nos podrian estar informando de todo aquello que “arrastra” aSyn
quizés al dejar de ser funcional y agregarse. En vista de los resultados
obtenidos, proponemos que existe un componente de pérdida de funcion,
que se ve agravado al superar cierto nivel de agregacion de la proteina. Estos
resultados tendrfan un impacto en las estrategias terapéuticas puesto que,

para restablecer completamente la homeostasis en las neuronas
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dopaminérgicas, serfa necesario evitar la agregacion de oSyn en lugar de
simplemente eliminarla o “limpiarla”, de forma que se restaurara la

disponibilidad de aSyn soluble.

En esta tesis se ha pretendido abordar la problematica celular de la EP desde
otros puntos de vista, que han ido desde la posibilidad de una contribucion
patoldgica originada por una deplecion de aSyn funcional, hasta la evaluacion
de las neuronas estriatales como forma indirecta de valorar disfunciones
axonales dopaminérgicas en el estriado. Muchos de los resultados obtenidos
en este trabajo han abierto nuevas cuestiones, pero, sobre todo, ponen de
manifiesto que es necesario seguir sumando esfuerzos en la investigacion
sobre la funcion de aSyn, ya que comprender dicha funcion es crucial para
entender la fisiopatologia de la EP. Por nuestra parte, hemos iniciado un
estudio completo de microscopfa electrénica de los modelos empleados en
este trabajo, en el cual se analicen en mayor profundidad los resultados
preliminares descritos aqui, asi como un estudio lipidémico que concrete las
consecuencias en la configuracion de membranas y vesiculas ante la falta de
aSyn. Por otra parte, en este trabajo hemos observado diferencias en las
respuestas celulares en el estriado y la SN¢, llegando a ser opuestas a nivel
bioenergético, ante la ausencia de aSyn. Estos resultados también abren
nuevas vias de estudio de la EP, ya que las respuestas estriatales pueden
aportar pistas acerca de mecanismos de adaptacion neuronal de los que
quizés carecen las neuronas dopaminérgicas, ya sea ante la falta como ante el
exceso de aSyn. A través de sus respuestas, ademas, el estriado puede actuar
como region de alarma ante cambios sinapticos dopaminérgicos, por lo que
resultarfa Util para identificar la disfunciéon dopaminérgica antes de que sea

irreversible y, por tanto, para prevenir la neurodegeneracion.
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Los modelos murinos de ausencia y sobreexpresion de aSyn
presentan defectos motores especificos: mientras el déficit afecta a la
coordinacién motora desde los tres meses de edad, la sobreexpresion
provoca una reduccion de la longitud de zancada, causando cambios

en la marcha.

Se ha identificado un efecto de dosis de oSyn sobre el
funcionamiento de la via autoféagica-lisosomal en tejido cerebral:

2.1. Los modelos de déficit y sobreexpresion de aSyn presentan una
induccion autofagica en tejido y neuronas primarias derivados del
estriado.

2.2. Los animales SNCA-OVX exhiben un aumento especifico del
receptor de autofagia p62 en las neuronas dopaminérgicas de la SNc,
pero no en las poblaciones neuronales adyacentes, congruente con
una mayor sensibilidad dopaminérgica ante desajustes en el proceso
autofagico.

2.3. La ausencia de aSyn genera un incremento de la sefial lisosomal
en tejidos y cultivos estriatales, asi como en la SN¢; la sobreexpresion

genera este incremento de forma condicionada experimentalmente.

La dosis correcta de aSyn es necesaria para el mantenimiento de la
homeostasis mitocondrial y de su relacién con los lisosomas:

3.1. La ausencia de oaSyn causa alteraciones morfoldgicas en las
mitocondrias del estriado, generando un incremento de crestas
mitocondriales. Estas alteraciones van acompafiadas de cambios
transcripcionales en genes mitocondriales de la via nigroestriada, con
una regulacion a la baja de componentes bioenergéticos en el

estriado y una regulacion al alza en el tejido mesencefélico. El modelo
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de sobreexpresion muestra un fenotipo transcripcional atenuado en
comparacion al modelo Snca” y ausencia de cambios morfolégicos
mitocondriales.

3.2. Las neuronas estriatales en cultivo deficientes en aSyn presentan
més contactos entre las mitocondrias y los lisosomas. Este incremento
podria afectar a funciones especificas de estos contactos y de su
estructura molecular, como sugiere la reduccion de los niveles de la

proteina de anclaje de estos contactos, GDAP1.

La proteina aSyn modula respuestas inmunes a nivel cerebral:

4.1. Los modelos de ausencia y sobreexpresion activan, en el estriado,
rutas de sefializacion relevantes para las respuestas inmunes, como la
ruta de MAPK ERK y la ruta de NF-kB. El déficit de aSyn, ademas,
generar cambios transcripcionales asociados con estas respuestas.
4.2. aSyn es necesaria para la induccion de microglia neurotoxica, ya
que su ausencia reduce la aparicién de este fenotipo, mientras que la
sobreexpresion del transgén humano incrementa sus niveles sobre el

fondo knockout.

Las respuestas estriatales pueden aportar informacion sobre los
mecanismos de vulnerabilidad neuronal selectiva y sobre las

respuestas tempranas ante cambios axonales dopaminérgicos.
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Abstract

Mutations in the GDAP1 gene cause Charcot-Marie-Tooth (CMT) neuropathy. GDAP1 is an atypical glutathione S-transferase
(GST) of the outer mitochondrial membrane and the mitochondrial membrane contacts with the endoplasmic reticulum
(MAMs). Here, we investigate the role of this GST in the autophagic flux and the membrane contact sites (MCSs) between
mitochondria and lysosomes in the cellular pathophysiology of GDAP1 deficiency. We demonstrate that GDAP1 participates
in basal autophagy and that its depletion affects LC3 and PI3P biology in autophagosome biogenesis and membrane
trafficking from MAMs. GDAP1 also contributes to the maturation of lysosome by interacting with PYKfyve kinase, a
pH-dependent master lysosomal regulator. GDAP1 deficiency causes giant lysosomes with hydrolytic activity, a delay in the
autophagic lysosome reformation, and TFEB activation. Notably, we found that GDAP1 interacts with LAMP-1, which
supports that GDAP1-LAMP-1 is a new tethering pair of mitochondria and lysosome membrane contacts. We observed
mitochondria-lysosome MCSs in soma and axons of cultured mouse embryonic motor neurons and human neuroblastoma
cells. GDAP1 deficiency reduces the MCSs between these organelles, causes mitochondrial network abnormalities, and
decreases levels of cellular glutathione (GSH). The supply of GSH-MEE suffices to rescue the lysosome membranes and the
defects of the mitochondrial network, but not the interorganelle MCSs nor early autophagic events. Overall, we show
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that GDAP1 enables the proper function of mitochondrial MCSs in both degradative and nondegradative pathways, which
could explain primary insults in GDAP1-related CMT pathophysiology, and highlights new redox-sensitive targets in

axonopathies where mitochondria and lysosomes are involved.

Introduction

Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) and related disorders are a
heterogenous group of genetic neuropathies with a complex
pathophysiology involving both myelin and axons, and the
Schwann cell axonal interactions. The discovery of pathogenic
mechanisms underlying the different types of CMT is a crucial
point to define molecular targets and design therapeutic
approaches (1).

Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1
(GDAP1) is an atypical glutathione S-transferase (GST) (2) with
glutathione-conjugating and membrane-remodeling activities
(3). Mutations in the GDAP1 gene cause Charcot-Marie-Tooth
disease, which can be expressed as an autosomal recessive
demyelinating neuropathy (4) or as an axonopathy, either
recessive (5) or dominant (6-8). Autosomal recessive mutations
are associated with an early-onset and severe neuropathy, with
most patients being wheelchair-bound by the second decade
and having vocal cord paresis (9), while dominant mutations
used to be associated with a milder course (10).

GDAP1 is an integral protein of the outer mitochondrial
membrane (OMM) (11-13). Our previous studies in embryonic
motor neurons (eMNs) of the Gdap1 knockout mouse (Gdap1~/~)
and GDAP1 knockdown neuroblastoma cells showed structural
defects in mitochondria, mitochondrial network and endo-
plasmic reticulum (ER) cisternae, associated with abnormal
autophagic vesicles (14,15). Additionally, the lack of GDAP1
causes oxidative stress in the peripheral nervous system (16) and
fibroblasts (17) and decreases the levels of cellular glutathione
(GSH) (18), which is the major redox buffer of the cell (19).
Recently, we have also reported an inflammatory response
in both spinal cord and sciatic nerve associated with axonal
damage in the Gdap1~/~ mouse (20).

GDAP1 is also located in the mitochondria-associated
membranes (MAMs), the membrane contact sites (MCSs)
between mitochondria and ER, and its deficiency reduces
the contact between these two organelles (15). Mitochondria
come into contact with other organelles not only regulating
their own function but also impacting larger inter-organelle
networks, which are essential for cell function and tissue
homeostasis (21,22). Recently, mitochondria-lysosome MCSs
have been identified as regulators of mitochondrial fission via
the lysosomal GTPase Ras-related protein Rab-7 (RAB7) (23).
Interestingly, GDAP1 also regulates mitochondrial fission and
mitochondrial network dynamics (3,11-13). Nevertheless, the
scenario of primary pathophysiological insult caused by GDAP1
deficiency remains unclear. In this work, we demonstrate that
GDAP1 depletion causes membrane defects in early autophagic
vesicles as well as in lysosomes and their contacts with
mitochondria. Moreover, GDAP1 interacts with the lysosomal
marker LAMP-1, tethering the membranes of these organelles.
Glutathione supply suffices to rescue the lysosomal morphology
and the mitochondrial network dynamics but not autophagic
defects. Overall, our results indicate that GDAP1 enables the
proper function of mitochondria and their MCSs in both
degradative and nondegradative pathways whose deficiencies
are early events in the pathophysiology of CMT.
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Results
GDAP1 deficiency impairs basal autophagy

We first investigated the occurrence of basal autophagy.
We found by electron microscopy a significant accumula-
tion of autophagic vesicles in eMNs from Gdapl™/~ mice
(Fig. 1A). This phenotype was confirmed using the GFP-labeled
autophagosome marker LC3. Punctate GFP-LC3 was increased
in transfected Gdapl™~ eMNs and GDAP1-silenced human
neuroblastoma SH-SYSY cells (hereinafter referred to as G4
cells) (15) stably expressing GFP-LC3 (Fig. 1B). Western blotting
analysis showed an increase of lipidated LC3 (LC3-II) levels in
both Gdapl~/~ eMNs and G4 cells (Fig. 1C and D). To examine
the autophagic flux, we analyzed the aggregates forming of p62,
whose levels negatively correlate with this flux (24). We found
accumulation of p62 aggregates in Gdapl~/~ eMNs (Fig. 1E), G4
cells (Fig. 1F) and postnatal spinal cord MNs from Gdap1~/~
mice (Supplementary Material, Fig. S1). We did not observe the
accumulation of p62 in Gdapl™'~ mice brain (Supplementary
Material, Fig. S1B), which may be related to the selective neuronal
vulnerability to GDAP1 deficiency. To further investigate the
autophagic flux we used bafilomycin A1 (BafA1), which prevents
late phases of autophagy. BafA1 caused accumulation of p62
aggregates in Gdap1~/~ eMNs (Fig. 1E) and G4 cells (Fig. 1F)
although to a lesser degree than in controls, suggesting that the
fusion of autophagosomes with lysosomes is affected. Western
blotting analyses and GFP quantification by flow cytometry after
BafA1 treatment also showed reduced LC3-11 accumulation in
GDAP1-deficient cells (Supplementary Material, Fig. S2A and B)
and G4 cells stably expressing GFP-LC3 (Supplementary Material,
Fig. S2C). These results indicate that basal autophagy occurs
despite GDAP1 depletion, although its efficiency is suboptimal.

GDAP1 participates in membrane biogenesis of early
autophagic vesicles

GDAP1 function in basal autophagy was further assessed by
studying its interaction with autophagy- and MAM-related
proteins in SH-SYSY cells. We performed a series of co-
immunoprecipitation (co-IP) experiments of GDAP1 with
Acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 (ACSL1),
Autophagy-related 4 cysteine peptidase (ATG4), coiled-coil
myosin-like BCL2-interacting protein (BECLIN-1), Dynamin-
related protein 1 (DRP1), LC3-1, LC3-II, RAB7 and SYNTAXIN 17
(STX17) (Fig. 2A-E). We found constitutive interaction of GDAP1
with STX17, LC3-I and LC3-II that were confirmed by proximity
ligation assay (PLA) (Fig. 2D and E). These proteins are involved
in autophagosome biogenesis and membrane trafficking (25-27).
BafA1 or autophagy induction by starvation in Earle’s balanced
salt solution (EBSS) treatments did not affect these interactions.
In addition, western blotting of subcellular fractions showed
GDAP1, STX17 (28), LC3-1 and LC3-II bands in MAMs (Fig. 2F),
suggesting mitochondria-ER contacts as a platform for their
interaction. We found significantly lower levels of LC3-1 and
LC3-11in MAMs fraction of G4 cells, probably caused by impaired
recruitment. Notably, we also found ATG4 in MAMs (Fig. 2F),
a redox-regulated cysteine p that processes cytosolic
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pro-LC3 for lipidation and binding to autophagosome mem-
branes (29). ATG4 also delipidates LC3-Il for autophagosome
maturation and LC3 recycling (30,31). Furthermore, since
early events of autophagosome formation also include the
local synthesis of phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) in
MAMs (28), we visualized PI3P-positive vesicles when GDAP1
is depleted. We transfected into SH-SYSY and G4 cells the
GFP-2xFYVE plasmid, which is a domain that mostly binds
PI3P (32). Super-resolution confocal imaging revealed enlarged
abnormal PI3P-positive vesicles in G4 cells (Fig. 3A). Altogether,
these findings demonstrate that GDAP1 participates in early
autophagic events and membrane trafficking initiated in MAMs.

GDAP1 deficiency causes enlarged lysosomes that
maintain the hydrolytic capacity

Next, we investigated whether GDAP1 contributes to autophago-
some maturation by studying its interaction with PIKfyve.
This kinase is a master regulator of lysosomes that phospho-
rylates PI3P to PI(3,5)P; for vesicle maturation, identity and

trafficking (33,34). PLA and co-IP experiments revealed the
interaction between GDAP1 and PIKfyve (Fig. 3B and C), which
increases after starvation-induced autophagy (EBSS). Either
LysoTracker or «-LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane
protein 1) staining of GDAP1-depleted models showed enlarged
perinuclear lysosomes and abnormal distribution of this
organelle in G4 cells (Fig. 3D and E), Gdap1~'~ eMNs (Fig. 3F)
and spinal cord MNs from Gdapl™/~ mice (Supplementary
Material, Fig. S3). As this lysosomal phenotype is associated with
decreased PIKfyve kinase activity (38), we treated SH-SYSY and
G4 cells with Apilimod, a specific PIKfyve inhibitor (Fig. 3G). After
treatment, we observed a significant increase in the lysosomal
area in SH-SYSY cells and not in G4, suggesting that PIKfyve
was already inhibited in G4 cells. This finding indicates that
there is a loss of PIKfyve activity when GDAP1 is depleted. We
also quantified the nuclear translocation of the transcription
factor EB (TFEB), which is a crucial regulator of autophagy by
promoting autophagosome formation, lysosomal biogenesis
and function (35-37). TFEB nuclear levels were significantly
increased in G4 cells (Fig.3H) and Gdapl™~ eMNs (Fig.3Il),
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supporting the inhibitory effect on PIKfyve (38) and suggestingan
impaired lysosomal function when GDAP1 is depleted. To know
if autophagosome defects also contribute to lysosomal defects,
we immunostained with «-LAMP-1 both SH-SYSY and G4 cells
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of the vesicles were LAMP-1+/LC3-II- that confirmed their
lysosomal nature in both SH-SYSY and G4 cells.

Then, we wondered if the enlargement of lysosomes affected
their enzymatic activity. We found no changes either in
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lysosomal pH (LysoSensor Green) or in CATHEPSIN B activity
(Magic Red) in G4 cells (Supplementary Material, Fig. S4). On the
other hand, after BafA1 treatment, we observed morphological
differences in G4 cells, suggestive of a delay in the autophagic
lysosome reformation (ALR) (39) (Supplementary Material, Fig.
S4A, detail). This finding would further support that PYKfyve,
which regulates ALR (40), needs GDAP1 for proper activity. These
results argue that GDAP1 regulates the activity of PYKfyve for
the maturation of lysosomal membranes regardless of their
hydrolytic capacity.

GDAP1-LAMP-1 is a tethering couple of
mitochondria-lysosome MCSs

We analyzed how GDAP1 is related to lysosomes. We found by
western blotting a GDAP1 band in lysosome-enriched fractions
from SH-SYSY cells (Fig. 4A). These fractions were negative for
other mitochondrial and peroxisomal markers. To further inves-
tigate whether GDAP1 is located in ly , we t iently
overexpressed GDAP1 in SH-SYSY cells and stained with a-
GDAP1, «-LAMP-1 and MitoTracker Deep Red. Super-resolution
confocal imaging revealed that GDAP1 is exclusively located
at mitochondria (Fig. 4B). We then hypothesized that GDAP1,
located in the OMM could be resident of the MCSs between
these organelles. Co-IP assays in untransfected SH-SYSY cells
detected the constitutive interaction of GDAP1 with the lyso-
somal membrane protein LAMP-1 in untreated cells and after
BafA1l or EBSS treatments (Fig. 4C). Consistent with co-IP data,
PLA experiments confirmed the GDAP1-LAMP-1 interaction. We
used two different «-LAMP-1 antibodies that recog either
the carboxy-terminus («-LAMP-1-Ct) or a luminal epitope of
the protein. We found a larger number of PLA spots using a-
GDAP1 and a-LAMP-1-Ct antibodies, which recognize exposed
epitopes on the outer surface of mitochondria and lysosomes,
respectively. The number of PLA spots was significantly lower
when GDAP1 is depleted (G4 cells) or the «-LAMP-1 epitope
is located in the lysosome lumen (Fig.4D). Hence, GDAP1 is
not located at the lysosome membrane but rather it associates
with lysosomes by its interaction with LAMP-1 in mitochon-
dria-lysosome MCSs. We also examined mitochondria-lysosome
MCSs in cultured WT and Gdap1~/~ eMNs. We found PLA spots
in both soma and axons of WT eMNs whilst they were absent in
Gdap1~/~ eMNs (Fig. 4E). The location of mitochondria-lysosome
MCSs along the eMNs axons (Fig. 4E, detail) is intriguing, and
therefore, we seek to visualize these contacts in SH-SYSY in vivo
by intensity-based image segmentation of time-lapse images
(Supplementary Material, Fig. $5). We identified mitochondria-
lysosome colocalization signal in SH-SYSY soma and neurites as
well (Fig. 4F), thus, indicating a role for mitochondria-lysosome
MCSs along axons.

We next examined how GDAP1 knockdown might be affect-
ing mitochondria-lysosome MCSs by using super-resolution
confocal imaging. GDAP1 depletion markedly increased the
distance between mitochondria and lysosomes (Fig. SA-C) as
well as the distribution of the four contact event categories (see
Methods) according to the distance between these organell

(Fig. SD). G4 cells showed a decrease of contacts (<80 nm) and
possible contacts (80-150 nm) whereas the vicinity (150-300 nm)
and far populations (>300 nm) were increased (Fig. 5D and E).
We also observed a significant presence of engulfment events
(lysosome enveloping mitochondria) in G4 cells (Fig. SF).
Besides, time-lapse cell imaging (Supplementary Material, Fig.
$5) of mitochondria-lysosome MCSs in G4 cells showed a
reduction of mitochondria-lysosome MCSs surface (Fig. 5G and
Supplementary Material, Movies S1, $2, S4 and S5) and contact
duration (Fig. SH and Supplementary Material, Movies S3 and
S6). Collectively, these data demonstrated that GDAP1-LAMP-1
is a new tethering pair of mitochondria-lysosome MCSs, which
is altered by GDAP1 depletion.

Glutathione supply rescues lysosome and
mitochondrial network abnormalities caused by GDAP1
depletion

As GDAP1 has been proposed to be a sensor for cellular redox
status (3,16), we investigate whether the effects observed by the
depletion of GDAP1 are related to changes in redox homeostasis
of the cell. We detected significantly lower levels of GSH in
G4 cells and Gdapl~/~ eMNs (Fig. 6A and B), which led us to
perform rescue experiments with GSH-reduced ethyl ester (GSH-
MEE). The supply of GSH-MEE did not rescue autophagosome
accumulation linked to basal autophagy slow-down (Fig. 6C).
In contrast, GSH-MEE did rescue the aberrant lysosomal
morphology in G4 cells (Fig. 6D) and Gdap1~/~ eMNs (Fig. 6E). As
lysosomes and mitochondria-ly MCSs reg mito-
chondrial network dynamics (23), we performed rescue exper-
iments to analyze GSH-MEE effect on 3D volume models of
mitochondrial network (Fig. 7A-P and Supplementary Material,
Fig. $6).In untreated G4 cells, the mitochondrial network showed
a significant increase in volume, length and number of branch-
points and endpoints, as well as a reduction in the number
of substructures (individual mitochondria and subnetworks).
GSH-MEE supply rescued all these mitochondrial network
abnormalities (Fig.7), while the number of mitochondria-
lysosome contacts was further decreased; however, the supply
of GSH-MEE caused these organelles to come closer (Fig. 7Q)
and a reduction of mitochondria engulfment events in G4 cells
(Fig. 7R), suggesting a reduction of dysfunctional mitochondria
and lysosomes. Therefore, the antioxidant environment after
GSH-MEE supply rescued the lysosome membranes and
mitochondrial network dynamics, but not the defects in the
autophagic degradative pathway.

Discussion

Here, we report novel functions of GDAP1 linked to its local-
ization in the OMM (12) and to its potential GST-like activity
(2), which could explain primary insults in GDAP1-related
CMT pathophysiology. We previously described that GDAP1
is part of the mitochondrial MCSs with the ER (MAMs), and
of the mitochondria-ER-plasmatic membrane contacts (Ca’*
microd ins), and that MCSs are affected by GDAP1 depletion

cells; three independent experiments) and eMNs (1) (n=95 Wild-type cells, n=66 Gdapl~/~ cells; three independent primary cultures). Scale bars: 10 um. (J)

Colocalization of GFP-LC3 vesicles with LAMP-1 staining in SH-SYSY and G4 cells. A
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Red. Intensity-based image segmentation (identification of lysosomes and mitochondria) was applied to each video frame and the colocalization structures were then
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(14,15). Additionally, GDAP1 reduction affects mitochondrial
movement, which would cause defects in the structure and
function of mitochondrial membrane contacts, as we found
in the mitochondria-ER-plasmatic membrane contacts that

gulate the store-operated Ca’* entry (SOCE) activity (15,41,42).

In this study, we found that GDAP1 function is relevant in
cellular pathways where mitochondria and lysosomes act in a
coordinated manner (Fig. 8). In first place, GDAP1 participates
in early autophagic events by interacting with STX17, LC3-1 and
LC3-11; all of which are involved in phag biog
and membrane trafficking (25-27,29,30). As GDAPI and these
interactors have been found in MAMs, it is tempting to propose
the direct participation of GDAP1 in early events of membrane
biogenesis in MAMs. The depletion of GDAP1 causes abnormal
autophagosomes contributing to the slow-down of autophagic
pathways. Moreover, our GDAP1-deficient models also showed
membrane defects of lysosomes thus supporting that mito-
chondrial dysfunction affects lysosomes structure, as previously
reported (43). We observed enlarged lysosomes, whose mobility
and fusion with autophagosomes may be compromised, affect-
ing both basal and induced autophagy by defective autophagic
flux (Fig. 8). However, the lysosomal defects related to GDAP1
depletion were only structural since the lysosomes did not lose
their hydrolytic capacity. Importantly, lysosome morphology but
not the autophagosome phenotype was rescued by restoring cel-
lular GSH levels in GDAP1-deficient cells, indicating that mem-
brane defects of these vesicles have a different origin. Regarding
lysosomes rescue, it has been reported that PIKfyve inhibition
activates TFEB (44) and causes lysosome coalescence (38) as we
found here. Given that FYVE-PI3P binding is pH dependent (45)
and consequently sensitive to redox state (19), we propose that
GDAP1 interacts with PYKfyve to maintain the redox state for
proper PYKfyve binding to PI3P in b Of note, GDAP1-
PYKfyve interaction increases with the induction of autophagy
when the activity of PYKfyve for vesicle maturation is more
necessary.

Notably, we also found that GDAP1 is located in mitochon-
dria-lysosome MCSs, another mitochondrial membrane contact,
that links this protein with lysosomal biology (Fig. 8). Indeed,
we show that GDAP1-LAMP-1 is a new tethering pair of mito-
chondria-lysosome MCSs, where GDAP1 increases the affinity
of one organelle for the other. In our models, GDAP1 reduction
affects both the structure and function of these MCSs, causing
lysosomes to coalesce and mitochondrial network defects.
Since mitochondria-lysosome MCSs regulate mitochondrial
fission via RAB7 (23), defective MCSs between these organelles
could explain mitochondrial network abnormalities related to
GDAP1 deficiency (12,13,15,44). The supply of GSH in GDAP1-
depleted cells rescue all mitochondrial network abnormalities
including the number of substructures suggesting a link between
mitochondrial fission and the redox state (18). The relevance of
GST activity in the regulation of mitochondrial function has
been recently reported for the role of the cytosolic glutathione
S-transferase Gfzf upon mitochondrial network in axons (46).
Previous studies on GDAP1 relation with cellular redox state
showed that overexpression of this protein increases GSH
in neuronal cells whereas its knockdown causes sensitivity
to oxidative stress (18), which would support GDAP1 GST
activity. However, the canonical GST activity of GDAP1 is still

controversial (3,11,47,48) and recent structural data showed that
GDAP1 is not capable of binding GSH in the G-domain but retains
binding of the substrate in the H-domain (47). These findings
are consistent with a putative role of GDAP1 as a sensor of
cellular oxidative stress (3,16,18,47), which would also explain
the cellular oxidative state caused by GDAP1 depletion.

GSH rescue of lysosome membranes and mitochondrial net-
work dynamics but not of their contacts further support the
GDAP1 tethering function of mitochondrial MCSs. Given that
very few proteins have now been found to be pure tethers (49), we
propose that GDAP1 is a tether that also regulates or senses the
redox state in mitochondrial MCSs and, perhaps also, through its
remodeling membrane activity (3). The uniqueness of mitochon-
drial MCSs functions in terms of its redox state regulation has
not been studied. Mitochondria-organelle contacts constitute
membrane domains that integrate organelle communication
and function with cellular metabolism and homeostasis (22).
Our findings place GDAP1 as part of this network regulating
both mitochondria-lysosome MCSs and mitochondria-lysosome
degradative and nondegradative pathways. Neurons are particu-
larly sensitive to disruption of both mitochondria and lysosome
function and combined defects of these organtlles are observed
in many d ive di , also in hereditary neu-
ropathies (50). The » absence of GDAP1 espccially affects neurons
and long axons of the peripheral nerves and now it seems that
the abnormal changes of the redox state in ER-mitochondria-
lysosome membrane axis can be a primary insult that causes
Charcot-Marie-Tooth disease: the contacts between mitochon-
dria and lysosomes may play a relevant role not only in the neu-
ronal soma but also within axons. Finally, our results open new
target pathways in the axonal pathophysiology in peripheral
neuropathies like CMT disease, but also in the axonopathy asso-
ciated with neurodegenerative diseases, where mitochondria
and lysosomes are involved.

Materials and Methods

Reagents

Plasmids. The following plasmids were used: mGFP-LAMP
(Addgene plasmid #34831), eGFP-LC3 was a gift from Dr Erwin
Knecht (Addgene #21073), pEGFP-2xFYVE was a gift from Dr
Pascual Sanz, pCMV6-AC-@ and pCMV-GDAP1-Myc plasmid (15).

Antibodies and probes. The following antibodies were used:
ACSL1 rabbit antibody (Cell Signaling, #4047), ATG4B mouse anti-
body (MBL, M134-3), ATG4B rabbit antibody (Abcam, ab154843),
BECLIN-1 rabbit antibody (Cell Signaling #3738), #-ACTIN mouse
antibody (Sigma-Aldrich, A5316), TUBB3 rabbit antibody (Sigma-
Aldrich, T2200), TUBB3 mouse antibody (Promega, G7121),
DRP1 mouse antibody (BD Biosciences, 611113), FACL-4 mouse
antibody (Santa Cruz, sc-365230), GDAP1 rabbit antibody (Sigma-
Aldrich, HPA024334), GDAP1 mouse antibody (Abcam, ab194493),
GRP75 rabbit antibody (Santa Cruz, sc-13967), HA-probe mouse
antibody (Santa Cruz, sc-7392), LAMP-1 rabbit antibody (Sigma-
Aldrich, L1418 and Abcam ab24170), LAMP-1 mouse antibody
(DSHB, H4A3), LC3 mouse antibody (LifeSpan Biosciences,
LS-C165694), LC3B rabbit antibody (Sigma-Aldrich, L7543),
MITOFUSIN-2 rabbit antibody (Sigma-Aldrich, M6319), PIKfyve

isolated. Maximum projection of the 2D + t volume g d from the coloc

at each video frame is shown (down). Scale bar: 10 pm. Data information: In

(D) the box plot lines correspond from the bottom of the box to top: 25th p

median p ile, 75th p The whiskers extend to the minimum and

values. M. /hitney U test ***P < 0.001.
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mouse antibody (Santa Cruz, sc-100408), p62/SQSTM1 rabbit
antibody (Sigma-Aldrich, P0067), RAB7 mouse antibody (Sigma-
Aldrich, R8779), SYNTAXIN 17 rabbit antibody (Sigma-Aldrich,
HPA001204), TFEB rabbit antibody (LifeSpan Biosciences, LS-
C€353036), TOM20 mouse antibody (BD Biosciences, 612278), VS
rabbit antibody (Sigma-Aldrich,V8137) and Alexa fluorophore-
conjugated secondary antibodies from Molecular Probes
(Invitrogen). MitoTracker Deep Red, LysoTracker Red DND-99
and LysoSensor Green DND-189 were from Molecular Probes and

Magic Red™ cathepsin B reagent was from Immunochemistry
Technologies.

Drugs and treatments. For the induction of autophagy by amino
acid starvation cells were washed three times with PBS and
cultured in Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS, Thermo Fisher)
for 4 or 24 h at 37°C. The PIKfyve kinase inhibitor Apilimod
(Selleckchem) was used at 20 nM for 60 min at 37°C. The specific
inhibitor of vacuolar-type H*-ATPase Bafilomycin Al (Merck)
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was used at 200 nm for 30 min or 4 h at 37°C. The antioxidant
glutathione reduced ethyl ester (GSH-MEE, Sigma-Aldrich) was
used at 1 mm for 24 h at 37°C.

Animals and embryonic motor neuron (eMN) primary
culture

Gdap1 knockout (Gdapl~/~) mice were previously generated
and characterized in our laboratory (14). All the animals were
kept under controlled temperature (23'C) and humidity (60%)
on a 12 h light/dark cycle with access to food and water
ad libitum. eMN cultures were prepared from 13.5 embryonic
day (E13.5) mouse spinal cord as previously described with
some modifications (14). Briefly, mouse embryo spinal cords
were dissected, and the dorsal half removed. Ventral spinal
cords were dissociated mechanically after trypsin treatment
(0.025% trypsin in HBSS) and collected under a 4% bovine
serum albumin (BSA) cushion. The largest cells were isolated by
centrifugation (10 min at 520g) using iodixanol density gradient
purification. The collected cells were finally suspended in a
tube containing: Neurobasal (Life technologies) supplemented
with B27 (Life technologies), 2% horse serum (Life technologies),
1x glutamax (Life technologies), and a cocktail of recombinant
neurotrophins: 1 ng/ml BDNF, 10 ng/ml GDNF, 10 ng/ml CNTF,
and 10 ng/ml HGF (PreProtech). Isolated eMNs were plated on
poly-DL-ornithine/laminin-coated surfaces and grown in a 5%
CO; incubator at 37°C. media was changed every 2-3 days and
2 pM AraC (Sigma-Aldrich) was added to the culture medium to
limit the growth of non-neuronal cells. eMNs were transfected
with Lipofectamine™ 2000 reagent (Invitrogen) according to
manufacturer’s instructions.

Neuroblastoma cell culture

SH-SYSY and SH-SYSY G4 (15) neuroblastoma cell lines were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagles's Medium/Nutrient mix-
ture F-12 (DMEM-F12, Sigma-Aldrich) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamine (Sigma-
Aldrich) and 100 mg/ml penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich),
at 37°C in a 5% CO, incubator. SH-SYSY G4 cell line was addi-
tionally supplemented with 2 cg/ml puromycin (Sigma-Aldrich)
to maintain the selection and GFP-LC3 stable cell lines were
selected in the presence of 500 pg/ml geneticin (G418 Sigma-
Aldrich). Neuroblastoma cells were transfected with FuGENE
Transfection Reagent (Promega) according to the manufacturer’s
instructions.

Transmission electron microscopy

Isolated eMNs were seeded onto poly-D-lysine/laminin-coated
Lab-Tek chamber slides of 2 wells (Nalge Nunc International),
fixed after 24 h of culture in 2.5% glutaraldehyde for 1 h at 37°C
and processed for TEM as previously reported (51).

Western blot and co-immunoprecipitation assays
(co-IP)

Cells were homogenized in lysis buffer (50 mm Tris HCl pH 7.4,
1.5 mm MgCl;, S mm EDTA, 1% Triton X-100, 50 mm NaF and
1 mm Na,VO,) containing a protease inhibitor cocktail (Complete
Mini-Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Homogenates were
centrifuged at 13200 rpm (FA-45-30-11 Rotor) for 15 min at 4'C
and the protein concentration of the supernatant was quantified
by BCA method (Thermo Fisher Scientific), resolved in sodium
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dodecyl sulfate-polyacrylamide gels (SDS-Page) and transferred
onto Amersham Hybond PVDF membranes (GE Healthcare).
The membranes were blocked with 5% defatted-milk or bovine
serum albumin in TBS-0.1% Tween 20 buffer (25 mm Tris, SO ma
NacCl, 2.5 mm KCl, 0.1% Tween-20). Afterward the membranes
were blotted with the specific primary antibodies, which were
detected using secondary antibodies coupled to horseradish
peroxidase. Proteins were processed for chemiluminescence
with Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
and visualized by iBright™ CL1000 Imaging System (Thermo
Fisher Scientific). Bands intensity was measured using ImageJ
(NIH, http:/rsb.info.nih.gov/ij).

For immunoprecipitation assays, 1 mg of total lysate was
incubated with the specific antibody for 6-8 h at 4°C followed by
incubation with Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow (GE, Health-
care) overnight at 4'C. Beads were softly washed with lysis buffer,
resuspended in Laemmli Buffer, heated at 95°C and analyzed by
SDS-Page and western blot.

Immunofluorescence

Cells were seeded onto glass coverslips, washed with PBS and
fixed in pre-warmed 4% paraformaldehyde for 20 min at room
temperature. Cells were permeabilized with 0.2% Triton in PBS
for 30 min and they were blocked with 1% BSA and 4% serum in
PBS. The specific primary antibodies were incubated overnigh!
at 4°C and the secondary conjug were incubated
for 1.5 h at room temperature. The coverslips were mounted
with Fluoromount-G with DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindole).
To visualize mitochondria or lysosomes, cells were loaded with
200 nm MitoTracker Deep Red for 30 min at 37°C or with 75 nm
LysoTracker Red DND-99 for 45 min at 37°C, respectively.

eMNs were washed with PB 0.1 M and fixed in pre-warmed 4%
paraformaldehyde for 20 min at room temperature. Cells were
permeabilized and blocked with BSA 4%—Triton 0.5% in PB0.1M
for 1.5 h. The following steps are explained above.

For i aining of autophagic markers in tissues, sec-
tions of brains and spinal cords were dewaxed, and antigenic
unmasking was carried out. The tissues were blocked with 4%
BSA 0.1% Triton and 5% goat serum for 2 h at room temperature.
After several wash steps, the sections were incubated with the
corresponding primary antibodies overnight at 4°Cin a humidity
chamber. The secondary antibody was added after washed with
PBS, and the sections were mounted with Fluoromount-G with
DAPIL.

d antibodi

Proximity ligation assay

Cells were seeded onto glass coverslips, washed with PBS, fixed
in pre-warmed 4% paraformaldehyde for 20 min at room tem-
perature and permeabilized with ice-cold methanol at -20°C for
20 min. In MNs, the permeabilization was performed with PBS
0.4% Triton X-100 for 10 min. After 1 h of incubation at 37°C
with the blocking solution in a pre-heated humidity chamber,
cells were incubated overnight at 4°C with the specific primary
antibodies. Afterward, we performed the PLA assay according
to the manufacturer’s instructions (Duolink In Situ-Fluorescence,
Sigma-Aldrich) and the coverslips were mounted with Duolink In
Situ Mounting Medium with DAPI.

GFP-LC3 flow cytometry

SH-SYSY and SH-SYSY G4 GFP-1.C3 stable cell lines were seeded
on 35-mm plates and treated with Bafilomycin A1 for4 hat 37°C.
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Cells were harvested by trypsinization and washed with PBS.
10000 cells were ¢ d by ple, and GFP i ity levels

were analyzed with a Novocyte 3000 flow cytometer (ACEA).

Lysosomal pH analysis

To observe lysosomal alkalinization cells were seeded onto
25-mm glass coverslips, washed with PBS and loaded with
1 pM LysoSensor Green DND-189 for 30 min at 37°C. Cells were
washed with PBS and immediately visualized with a confocal
microscope.

CATHEPSIN B activity

Lysosomal function was analyzed by the CATHEPSIN B enzy-
matic activity. Cells were loaded with Magic Red™ CATHEPSIN
B reagent for 45 min at 37°C and the fluorescence intensity of
10000 cells per sample was measured by flow cytometry.

Subcellular fractionation (MAMs)

Subcellular fractions were obtained according to Annunziata
and collaborators (52) with little modifications. Briefly, cells
were ded in hyp ic buffer (250 mm sucrose, 20 mat
HEPES pH 7.4, 10 mM KCl, 1.5 mm MgCl;, 1 mm EDTA, 1 mum
EGTA, p and phosph inhibitors) for 30 min on ice
and then homogcnizcd wnh a pestle and disrupted by passing
through a 25 G and 30 G needles. Lysed cells were centrifuged
at 7509 for 10 min at 4°C to remove cell debris and nuclei. The
supernatant was centrifuged at 10000g for 20 min at 4'C: the
pellet contained the mitochondrial fraction. The supernatant
was again centrifuged at 1000009 for 1 h at 4°Cin a Hitachi Ultra-
centrifuge CP8ONX, rotor P40ST. This third supernatant was lhe
cytosolic fraction, while the pellet ¢ ined the endopl
reticulum fraction. The mitochondrial pellet was resuspended in
isolation medium (250 mm itol, S mm HEPES pH 7.4, 0.5 mm
EGTA, 0.10% BSA), layered on top of a 30% Percoll gradient and
centrifuged at 95000g for 30 min at 4°C (P40ST Rotor). Two white
bands were obtained: the upper band was collected, diluted with
isolation medium and centrifuged at 6300g for 10 min at 4°C.
The resulting supernatant was centrifuged at 100000g for 1 h
at 4°C. The pellet contained the MAMs fraction. The lower band
was diluted with isolation medium and centrifuged at 6300g for
10 min at 4°C twice to remove the Percoll. The resulting pellet
was collected as the pure mitochondrial fraction.

Lysosomal enriched fractions

Ly were i d using a lysosomal enrichment kit
(Thermo Fisher Scientific). SH-SYSY cells were seeded on
150-mm plates and lysed following the manufacturer’s instruc-
tions. The lysates were combined with OptiPrep to a final
concentration of 15% and layered on top of a discontinuous
density gradient with the following concentrations from top to
bottom: 17, 20, 23, 27 and 30%. The tube was centrifuged for2 h
at 1450009 and the whole volume collected to determine the
lysosome-containing fraction. The fractions were diluted with
PBS, pelleted by centrifugation for 30 min at 180009 and washed
with the kit solution. The fractions were analyzed by SDS-Page
and western blot.

Glutathione quantification (GSH assay)

Cells were seeded onto a 96-well plate and the measure of GSH
cellular levels was performed with the GSH-Glo Glutathione
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Assay (Promega) following the manufacturer’s instructions. The
total protein concentration of equitable wells was analyzed by
BCA method to normalize the results of each well and eliminate
the variations due to differences in the number of cells.

Image acquisition and processing

Super-resolution images were acquired with a Leica TCS SP8
X White Light Laser confocal microscope with Hybrid spectral
detectors and HyVolution (Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-
many) using the Leica LAS X software (version 3.1.5). Image
deconvolution was performed with Huygens Essential software
v 4.4 0p6 (SV1, Leiden, The Netherlands). Image processing and
analysis were implemented and performed using the software
MATLAB R_2018a (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) and the
Leica Application Suite X (LAS-X) software (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany).

Mitochondria-lysosome contact sites in fixed cells. Coverslips
were mounted in ProLong Antifade Kit (Life Technologies).
Images were acquired using a HC x PL APO 100x/1.4 oil immer-
sion objective, the HyD detector and HyVolution. Optimized
emission detectors bandwidths were configured to avoid inter-
channel crosstalk. The confocal pinhole was set to 0.5 Airy
units. To study and detect contacts in three dimensions, Z
stacks were acquired every 0.12 pm along with the cell thickness
(n=10independent experi ). Appropriate negative controls
were used to adjust confocal settings to avoid non-specific
fluorescence artifacts. To compare the data, identical settings
were used for image acquisition of different experiments. The
distances between mitochondria-lysosome in each cell were
measured by LAS-X and quantified as the distance of mass
center mitochondria-lysosome. We analyzed the MCS-visual
field (contact region/area) which is the visual field defined by
the presence of 1 or more membrane contact sites. Organelle
membrane contacts sites in confocal images are defined as
an overlap of 3 or more contiguous pixels, in our case 1 pixel
is equivalent to 29 nm (3 pixels are 87 nm). This definition
may lead to an overestimate of contacts, as the distance
between b at brane contact sites studied by
electron microscopy has generally been reported in the range of
15-30 nm. However, the maximum distance between mem-
branes that allows for a functional interaction is unclear and
maybe even greater than 100 nm owing to the long lengths
of tethering proteins (53,54). Moreover, if physical links exist
between two organelles, they might be transient and/or localized
to limited membrane areas, so that vicinities might in part
represent contacts undetected by electron microscopy (S5).
For these reasons, we defined four categories to obtain the
maximum information: contact (<80 nm), possible contact
(80-150 nm), vicinity (150-300 nm) and far (>300 nm).

Mitochondria-lysosome contact sites in live cells. Time-lapsed
multichannel (red and green) fluorescence microscopy was used
to image living cellsin a perature-controlled chamber (37°C)
at 5% CO,. The confocal pinhole was set to 1.5 Airy units. Images
were captured using a HC x PL APO 100x/1.4 oil immersion
objective with an acquisition period of 261 ms for 2 min. This
resulted in a e of i stored as 16-bit grey scale
images with a spatial resolution of 496 x 496 pixels and with a
physical pixel size of 0.117 x 0.117 pm (Supplementary Material,
Fig. S5, Supplementary Material, Movies S1 and S4).

A custom automatic image analysis method was developed
to identify both mitochondria and lysosome vesicles and




characterize their spatio-temporal colocalization patterns
(Supplementary Material, Fig. S5). To enhance the structures
before segmentation an image pre-processing routine was
implemented including the following stages: (1) individual
cells of interest were manually masked from the fields, (2) the
contrast of mitochondrial and lysosome objects was enhanced
using an intensity-based linear transformation saturating the
bottom and the top 10% of all pixel values at each frame,
(3) median filtering with a 3 x3 pixels window provided a
convenient way to further increase image quality by reducing
noise while preserving edges. Subseq
algorithm based on Otsu’s method (which chooses the threshold
to minimize the intraclass variance of the black and white
pixels) was selected for the autonomous discrimination of the
organelles from the background (Supplementary Material, Fig.
S5A-G). Mitochondria-lysosome contacts were defined as an
overlap of 3 or more pixels (consistent with the analysis in
fixed cells) between segmented organelles. Contact area was
defined as the mean percentage of the overlapping area of each
colocalizing lysosome at each frame (Supplementary Material,
Fig. SSH-J; Supplementary Material, Movies S2 and S5). The
percentage of lysosomes in contacts was quantified as the
mean percentage of lysosome vesicles that formed contacts with
mitochondria divided by the total number of lysosome vesicles
at each frame. For contact duration we g d
a 2D + t structure from the colocalization segmentation at each
frame. Duration time was then calculated as the average number
of frames (each frame representing 261 ms) that an individual
contact spans in time (Supplementary Material, Fig. S5K-M;
Supplementary Material, Movies S3 and S6).

i)’. a g 1tation

Mitochondrial network morphology. Images were captured using
a HC x PL APO 100x/1.4 oil immersion objective. The confocal
pinhole was set to 0.5 Airy units. The original data was stored as
16-bit grey scale images with a spatial resolution of 1024 x 1024
pixels. Pixel sizes ranged from 0.035 x 0.035 to 0.057 x 0.057 pm.
Z-stacks were acquired in 0.16 pm z-increments from each cell.
Image pre-processing to assess mitochondrial network mor-
phology involved: (1) manually masking of individual cells of
interest from the fields, (2) contrast enhancement using an
intensity-based linear transformation saturating the bottom 25%
of all pixel values, (3) median filtering with a 5 x 5 pixels neigh-
borhood. To accurately identify the mitochondrial structures, we
pplied a 2D seg ion algorithm at each layer of the Z-
stack involving a Laplacian of Gaussian edge detector followed
by a Moore-Neighbor algorithm. An iso-surface 3D (volumetric)
model was generated by stacking the contiguous set of seg-
mented slices. The segmentation technique was validated using
a ground truth of the 3D mitochondrial network generated by an
expert. Overall, this segmentation approach avoided erroneous
fusions and provided better segmentation results than standard
algorithms (Otsu's segmentation, for instance, tripled false pos-
itive rate). A labeling algorithm was applied to identify each
substructure (objects smaller than 100 pixels were excluded)
(Supplementary Material, Fig. S6A-F). Furthermore, the resulting
mitochondrial network volume was
using the standard process operations. This approach allowed
3D quantification of shape and topology bi kers, ly, the
number of mitochondrial structures (individuals/subnetworks)
as wells as volume, length (rods + branches) and the number
of branchpoints both for total network and single structures
(Supplementary Material, Fig. S6G and H).
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Colocalization analysis of GFP-LC3 and LAMP-1 vesicles. Images
were captured using a HC x PL APO 63x/1.75 oil immersion
objective. The confocal pinhole was set to 1.0 Airy units.
The original data was stored as 8-bit grayscale images with
a spatial resolution of 1024 x 1024 pixels and a pixel size of
0.103 x 0.103 pm. Z-stacks were acquired in 0.5 pm z-increments.
Maximum-intensity projections of 3D image stacks of lysosomes
(red channel—LAMP-1), GFP-LC3 (green channel—GFP) and
nuclei (blue channel-DAPI) were calculated. A multi-stage

PP h was impl ted to correct for spectral bleed-through
artifacts (caused by the emission of DAPI fluorophore being
detected in the through the filter combination reserved for
the GFP). First, image segmentation (Otsu's method) of the blue
channel rendered a binary mask delimitating nuclei regions. The
resulting mask was applied to the GFP channel to exclude those
pixels outside the nuclei regions. Next, morphological opening
(disk-shaped structuring element with a radius of 10) followed
by 2D-gaussian filtering (sigma=5) returned a background

pproximation image. I ity values were then adjusted by
saturating the bottom 10%-pixel values. The result obtained
(inflated nuclei illumination) was finally substracted from the
original image. The automatic identification of cell regions was
achieved by applying an Otsu segmentation algorithm to the
green channel. Background artifacts were subsequently filtered
by a morphological opening operator that removed small objects
with an area <10.6 pm?. The resulting binary mask (delimiting
cells) was applied both to the red and green channels to exclude
from the analysis the unsuccessfully co-transfected cells. A
segmentation algorithm based on Otsu’s method was selected
for the deli ion of vesicles (lysosomes and
GFP-LC3 vesicles). Artifacts were removed if they had an area
<0.0027 pm?. Mander’s overlapping coefficient (MOC) was used
to assess the degree of colocalization (pixel co-occurrence)
between the vesicle regions of the two channels. This index is
more robust to background noise fluctuations than area overlap
measures since it gives more relevance to pixels with higher
intensities.

Statistics

Statistical analysis was performed using Excel (Microsoft Corpo-
ration, Redmond, WA), GraphPad Prism or R (3.5.1 version) with
a minimum of three ind dent experi ts. The specific test
applied in each case is indicated in the figure legend. P values
less than 0.05 were considered significant.

Study approval

Experimental procedures were performed following the Euro-
pean Union Council guidelines (2010/63/EU) and Spanish reg-
ulations (RD 1201/2005). Research protocols with experimental
mouse models are reported in detail to the local Ethical Com-
mittee of Animal Experimentation (CEEA) of the University of
Barcelona before experiments start, and further approval has
been provided by the Government of Catalonia. The registration
number is C-133/18 (10071) for Gdap1 '~ mouse model. All efforts
were made to minimize pain and distress.

Supplementary Material

Supplementary Material is available at HMG online.
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