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ABREVIATURAS

AD: Alzheimer disease, enfermedad de Alzheimer.

BSA: Bovine Serum Albumin, albimina de suero bovino.
CAl, CA2, CA3: Cornus Ammonis 1, 2y 3.

cAMP: adenosin monofosfato ciclico.

ColP: coinmunoprecipitacion.

CREB: cAMP Response Element-Binding protein, proteina de unién a
elementos de la respuesta por cCAMP.

DAB: diaminobenzidina.

DG: giro dentado.

DHK: dihidrokainato.

DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium, medio de Eagle
modificado por Dubecco.

DMSO: dimetilsulfoxido.

dNTPs: desoxirribosilnucledtidos trifosfato.

EAAT: Excitatory Amino Acid Transporter, transportador de
aminoacidos excitatorios.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EEG: electroencefalograma.

EGF: Epidermal growth factor, factor de crecimiento epidérmico.
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EGR: Early Growth Response protein, proteina de respuesta a
crecimiento temprano.

ELA: esclerosis lateral amiotrofica.

ELAPD: Complejo parkinsoniano-demencia-esclerosis lateral
amiotréfica o sindrome de Guam.

ENaC: Epithelial Sodium Channel, canal de sodio epitelial.
EPM: Epilepsy, progressive myoclonus; epilepsia, mioclono
progresivo.

FBS: Fetal Bovine Serum, suero fetal bovino.

GABA: acido y-aminobutirico.

GFAP: Glial fibrillary acidic protein, proteina fibrilar &cida de la glia.
GFP: Green Fluorescence Protein, proteina verde fluorescente.
GLT-1: Glutamate transporter 1, transportador de glutamato 1.
GTP: guanosin trifosfato.

HDAC: Histone Deacetylase, desacetilasa de histonas.

HD: Huntington disease, enfermedad de Huntington.

KO: Knock Out, deficiente para el gen indicado.

LB: Medio para cultivo de bacterias Luria-Bertani.

LCR: liquido cefalorraquideo.

LD: Lafora disease, enfermedad de Lafora.

NFAT: Nuclear Factor of Activated T cells, factor nuclear de células T
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activadas.

NF-kB: Nuclear Factor Kappa B, factor nuclear kappa B.
PACAP: Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide,
polipéptido activador de la adenilato ciclasa pituitaria.

PBS: Phosphate Buffered Saline, tampén fosfato salino.
PCR: Polymerase Chain Reaction, reaccién en cadena de la
polimerasa.

PD: Parkinson disease, enfermedad de Parkinson.

PE: ficoeritrina.

PFA: paraformaldehido.

PICK1: Protein Interacting with C Kinase, proteina de interaccion con
kinasa C.

PKC: Protein Kinase C, proteina kinasa C.

PMSEF: fenilmetilsulfonil fluoruro.

PTZ: pentilentetrazol.

Sp1l: Specificity Protein 1, proteina de especificidad 1.

SUMO: Small Ubiquitin MOdifier, modificador pequefio de la
ubicuitina.

TNF-a: Tumoral Necrosis Factor alpha, factor de necrosis tumoral
alpha.
UTR: Untranslated Region, regién no traducida.

WGA: Wheat Germ Agglutinin, aglutinina de germen de trigo.
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Introduccion

INTRODUCCION

1. Laenfermedad de Lafora.

La epilepsia mioclénica progresiva de Lafora (enfermedad de
Lafora, LD, OMIM 254780) es una enfermedad rara de herencia
autosomica recesiva, con una prevalencia de aproximadamente 4
casos por cada millén de habitantes, relativamente mas frecuente
en paises mediterraneos (Turnbull et al., 2016). Se caracteriza
porque los pacientes presentan neurodegeneracion, epilepsia y
acumulacién de poliglucosanos insolubles en el citoplasma de
células del corazé6n, musculo e higado y en neuronas. Estos
poliglucosanos se denominan cuerpos de Lafora y toman el nombre
del descubridor de la enfermedad, el médico espafiol Gonzalo
Rodriguez Lafora, quien los describié por primera vez en 1911
(Lafora, 1911).

Se trata de una enfermedad que aparece en la infancia o
adolescencia y, al no disponer todavia de un tratamiento adecuado,
lleva a la muerte del paciente unos 10 afios después de la aparicién
de los primeros sintomas (Berkovic et al., 1986; Ganesh et al.,
2006).

En las udltimas décadas, se han hecho grandes avances en la
comprension de las bases moleculares de la enfermedad. Se han
identificado mutaciones en dos genes, EPM2A (Minassian et al.,
1998; Serratosa et al., 1999) y EPM2B (Chan et al., 2003), que
explicarian la base de la enfermedad en un 92% de los casos.
EPM2A codifica la proteina laforina, una fosfatasa dual de 331

aminoéacidos con un dominio funcional de unién a carbohidratos en
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el extremo N-terminal (Minassian et al., 2000; Wang et al., 2002).
EPM2B, por otra parte, codifica la proteina malina, una E3 ubicuitin
ligasa de 395 aminoacidos con un dominio RING en el extremo N-
terminal y seis dominios NHL en la region C-terminal (Chan et al.,
2003; Gentry et al., 2005; Lohi et al., 2005). El hecho de que los
pacientes con mutaciones en laforina o en malina sean neuroldgica
e histopatol6gicamente indistinguibles, junto con la evidencia de que
laforina y malina son capaces de interaccionar fisicamente, sugiere
gue ambas proteinas forman un complejo funcional (Gentry et al.,
2005; Lohi et al., 2005; Solaz-Fuster et al., 2008). En este complejo,
laforina reclutaria de manera especifica sustratos para que fuesen
ubicuitinados por malina. Entre estos sustratos encontramos
proteinas relacionadas con la biosintesis de glucégeno (Cheng et
al., 2007; Rubio-Villena et al., 2013; Vilchez et al., 2007; Worby et
al., 2008), lo que podria explicar la formacion de los cuerpos de

Lafora caracteristicos de la enfermedad.

Sin embargo, desde el momento de la descripcion de la
enfermedad, existe una controversia sobre si los cuerpos de Lafora
son la causa o la consecuencia de la enfermedad, ya que existen
otras rutas moleculares afectadas en la enfermedad de Lafora,
muchas de ellas comunes a las encontradas en otras enfermedades

neurodegenerativas.

Recientemente se ha demostrado que los cuerpos de Lafora,
ademas de contener poliglucosanos, presentan proteinas
ubicuitinadas y productos con estados de glicosilacion avanzada
(Delgado-Escueta, 2007), sugiriendo que contienen proteinas mal
plegadas destinadas a degradacion. Ademds, hace unos afios se

describié que el complejo laforina-malina promueve la degradacion
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de proteinas mal plegadas (Garyali et al., 2009) y protege las
células del estrés en el reticulo endoplasmico (Liu et al., 2009;
Vernia et al., 2009a). Se ha descrito la afectacidon de la autofagia en
diferentes modelos de la enfermedad de Lafora (Aguado et al.,
2010; Criado et al.,, 2012; Knecht et al.,, 2012, 2010). Todo esto
apoya la hipétesis de que en la enfermedad de Lafora se produce
un desorden en la eliminacién de proteinas y, por tanto, en la
proteostasis, que podria contribuir al desarrollo de la enfermedad, al
igual que ocurre en otras enfermedades neurodegenerativas que
cursan con acumulacion de proteinas mal plegadas como la
enfermedad de Alzheimer (AD) (Eisele, 2013) o la enfermedad de

Parkinson (PD) (Bosco et al., 2011; Melki, 2015).

Por otra parte, recientemente se ha descrito que el estrés oxidativo
es una de las caracteristicas distintivas de la enfermedad de Lafora
(Roméa-Mateo et al. 2015a; Roma-Mateo et al. 2015b). El aumento
del estrés oxidativo es asimismo comun a otras muchas
enfermedades neuroldgicas y puede contribuir a un aumento del
estrés en el reticulo endoplasmico. Se ha demostrado que modelos
celulares y animales deficientes en laforina 0 malina son mas
susceptibles al estrés en este organulo (Vernia et al., 2009b). El
estrés en el reticulo endoplasmico favorece una mas rapida
acumulacién de proteinas mal plegadas o incluso la muerte

neuronal.

Por dltimo, recientemente se ha descrito la presencia de
neuroinflamacion en cerebros de ratones modelos para la
enfermedad de Lafora en edades tempranas (Lépez-Gonzalez et al.,
2016). La neuroinflamacién es asimismo una caracteristica comin

con otras muchas enfermedades neurolégicas y se ha descrito que
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podria tener un efecto positivo para la supervivencia neuronal a
corto plazo pero que, si llega a ser crénica, podria tener efectos
deletéreos en el normal funcionamiento del sistema nervioso (Pekny
y Pekna 2014). Por ello, también este factor podria estar
contribuyendo al desarrollo del cuadro clinico observado en la

enfermedad de Lafora.

A pesar de todos los avances que se han realizado hasta la fecha
en la comprensiéon de los procesos que participan en la enfermedad
de Lafora, todavia no se conoce el origen de una de las

caracteristicas principales de la enfermedad: la epilepsia.

1.1- La epilepsia.

La epilepsia se define como un trastorno en el que se presentan
convulsiones recurrentes debido a un proceso crénico subyacente.
Una convulsibn es un fendmeno paroxistico producido por
descargas anormales, excesivas e hipersincrénicas de un grupo de
neuronas del sistema nervioso central. El término epilepsia hace
referencia a un fenébmeno clinico heterogéneo mas que a una sola
enfermedad, puesto que existen muchas formas y causas de
epilepsia (Kasper et al., 2005). Esto supone que no todas las
epilepsias pueden ser tratadas de igual modo y que a pesar de
existir mas de 20 farmacos antiepilépticos, el 30% de las epilepsias

no puedan ser tratadas satisfactoriamente (Pitkédnen et al., 2016).

Una de las diferencias que aporta heterogeneidad a la epilepsia es
el area del cerebro que puede estar implicada tanto en la
generacion de las convulsiones como en la repeticibn de las
mismas. Algunas de las areas descritas son la corteza prefrontal
(Goldring, 1972), el tAlamo e hipotadlamo (Gibbs and Gibbs, 1951), la
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amigdala (Miyasaka and Kawamura, 1963) o el hipocampo (Earle et
al., 1953). Esta Ultima area se encuentra siempre afectada en la
epilepsia I6bulo-temporal, la mayoritaria en adultos (Schwartzkroin,
1994).

El hipocampo es una estructura cerebral presente en todos los
mamiferos, que forma parte del sistema limbico y que se localiza en
la parte interna del I6bulo temporal. Presenta la forma de un tubo
curvado, el cual se divide en diferentes subzonas: Cornus Ammonis
(CA)1, CA2, CA3 Yy el giro dentado (DG) (Figura 1). Las principales
funciones del hipocampo estan relacionadas con la memoria y el
manejo del espacio. Desde que se comenzé a estudiar la estructura
y la formacion de esta region cerebral, se la ha relacionado con la
epilepsia. El hipocampo parece ser una zona especialmente
sensible al desarrollo de convulsiones, tanto al aplicar farmacos
convulsionantes como por manipulaciones fisicas (Schwartzkroin,
1994). Ademas, pacientes con epilepsia l6bulo-temporal presentan
esclerosis en esta zona cerebral, es decir, patrones de dafio
cerebral con pérdida neuronal, gliosis y reorganizacion axonal
(Pitkdnen et al.,, 2016). Por otra parte, la clinica refuerza la
importancia de esta area en epilepsias intratables, ya que se ha
observado que las epilepsias mas dificles de tratar
farmacolégicamente son aquellas que tienen su origen en el
hipocampo (Spencer et al., 1993). Por todo ello, esta area del

cerebro tiene especial relevancia en los estudios de la epilepsia.



Introduccion

GATART
R

Figura 1. Esquema del hipocampo de roedor con sus subzonas. CAl: Cornus
Ammonis 1, CA3: Cornus Ammonis 3, DG: giro dentado, Sub: subiculum. Autor:

Ramoén y Cajal, 1911. Fuente: www.wikipedia.org.

La epilepsia es la primera manifestacion clinica que se da en los
pacientes de la enfermedad de Lafora. Aparece en adolescentes
normales que comienzan a padecer convulsiones sensibles a
estimulo, especialmente a estimulos visuales, que se presentan
como una ceguera transitoria o alucinaciones visuales (Turnbull et
al.,, 2016). Estos sintomas iniciales de epilepsia progresan dando
paso a convulsiones generalizadas de diferentes tipos: ténico-
clénica, ausencias o0 mioclonias. En las Ultimas fases de la
enfermedad, las convulsiones son generalizadas, refractarias,
ocurren en estado de reposo y se incrementan con la emocion, la

accion o la estimulacion. Esta epilepsia generalizada se acompafia
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ademas de demencia, psicosis, ataxia cerebelar, disartria, mutismo
y, finalmente, fallo respiratorio que lleva a la muerte del paciente
aproximadamente una década después de la aparicion de los
primeros sintomas de la enfermedad (Ahmad et al., 2017,
Franceschetti et al., 2006; Minassian, 2001; Striano et al., 2008).

Aunque la epilepsia es el primer signo clinico que aparece,
anomalias en el electroencefalograma (EEG) preceden a este signo.
Estas alteraciones consisten en un fondo casi normal o enlentecido
y una actividad paroxistica generalizada o focal, normalmente no
acentuada por el suefio. Estas descargas anormales, que aumentan
su ritmo desde la parte posterior del cerebro, pueden ser indicativas

de la enfermedad (Jennesson et al., 2010).

El hecho de que la epilepsia sea una caracteristica clinica tan
importante en la enfermedad de Lafora y que, sin embargo, se
hayan llevado a cabo escasas investigaciones sobre los
mecanismos moleculares que la desencadenan puede sorprender.
Hasta la fecha, ademas de los resultados que se presentan en esta
tesis, existen sélo dos estudios que se centran en las bases
moleculares de las convulsiones en la enfermedad de Lafora y
ambos sugieren la afectacion del sistema GABAérgico, el principal
sistema inhibitorio en el sistema nervioso, en el cortex cerebral
(Canafoglia et al., 2010; Ortolano et al., 2014). En el trabajo de
Ortolano y colaboradores, se propone que existe una disfuncion de
las neuronas GABAérgicas, responsables de la liberacién del
principal neurotransmisor inhibitorio, incluso antes de que los
cuerpos de Lafora aparezcan en las células. Todo esto apunta a un

papel secundario de estos poliglucosanos en el desarrollo de los
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signos patolégicos de la enfermedad frente a la importancia que

cobra la epilepsia y la neurodegeneracion.

Por otra parte, durante todos estos afios todos los estudios se han
centrado en un unico tipo celular, la neurona, dejando de lado la
implicacion en la enfermedad del resto de células que conforman el

sistema nervioso y permiten su correcto funcionamiento.

Ya desde la primera descripcion de la enfermedad en 1911, se
observéd la afectacién de las células gliales en LD (Lafora and
Glueck, 1911). El doctor Lafora describié una hiperplasia de las
células gliales; sin embargo, durante casi un siglo no se profundizé
en la relevancia que este hallazgo podia tener en la fisiopatologia de
la enfermedad. No obstante, cada vez surgen mas estudios que
destacan el papel que juega la glia en diferentes enfermedades
neurolégicas como AD (Osborn et al, 2016), enfermedad de
Huntington (HD) (Crotti and Glass, 2015) o la epilepsia (Coulter and

Steinhauser, 2015), donde se sabe que tiene un papel esencial.

2. Los astrocitos en la epilepsia.
2.1- La neuroglia y sus funciones.

Tradicionalmente se han llamado células de glia o neuroglia a
aguellas células presentes en el sistema nervioso que contribuyen al
correcto funcionamiento de la funcién neuroldgica, pero que no son
neuronas. Fueron descritas por primera vez en 1858 por Rudolf
Virchow, quien erréneamente las describi6 como tejido conectivo y
les dio el nombre de glia, que en griego bizantino significa

pegamento (Kettenmann and Verkhratsky, 2008). Durante mas de
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un siglo la glia ha sido considerada un mero soporte estructural de
las neuronas, haciendo que se extendiese una visién del
funcionamiento del sistema nervioso enfocada en la neurona. Esta
visién trata de explicar todo lo que ocurre en el cerebro, ya sea en
condiciones fisolégicas como patoldgicas, centrandose en el estado
de las neuronas. Sin embargo, cada vez mas estudios confirman
que la glia desempefia funciones fisioldgicas esenciales y, por lo
tanto, el buen funcionamiento del cerebro y de todo el sistema
nervioso en general dependen completamente de que la glia sea
funcional (Parpura et al., 2013; Verkhratsky et al., 2016). En 1999
Araque y colaboradores introdujeron el concepto de sinapsis
tripartita, que proponia que el elemento basico para transmitir
informacién en el cerebro no serian una neurona presinaptica y una
neurona postsinaptica, sino que un tercer tipo celular, una célula de
la glia, era un requisito indispensable para que la neurona
funcionase correctamente (Araque et al., 1999). Segln esta
hipétesis, el flujo de informacion no iria sélo de la neurona
presinaptica a la postsinaptica, sino que podria darse entre

cualquiera de los elementos que forman la sinapsis.

Dentro de la neuroglia, existen distintos tipos celulares con
funciones diferentes. Los principales del sistema nervioso central
son: la microglia, células fagocitarias de origen mesenquimal con un
importante papel inmunitario; oligodendrocitos, responsables de la
formacion de la vaina de mielina que envuelve a los axones y
permite un impulso eléctrico eficiente; y los astrocitos, las células
gliales mas numerosas que juegan un papel esencial para el

mantenimiento de la homeostasis cerebral.
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Algunas de las funciones mas importantes que tradicionalmente se
han atribuido a los astrocitos son las siguientes: a) sirven de soporte
metabdlico a las neuronas, b) tienen un papel principal en la
recaptacién o degradacion de neurotransmisores, ¢) actian como
una glandula endocrina, proveyendo de sustancias que son
liberadas a la sangre, d) regulan el procesamiento de la informacién
y la conectividad sindptica en el cerebro y, e) controlan el estado de
suefio y vigilia (Parpura et al., 2013). Ultimamente, a estas
funciones bien conocidas se han ido afiadiendo otras. Los astrocitos
tienen un papel en la neurogénesis en cerebros adultos (Buffo et al.,
2008; Laywell et al., 2000; Seri et al., 2001). Ademas, son capaces
de transmitir informacion gracias a los gliotransmisores que liberan
en el espacio sinaptico y a las corrientes de calcio que,
difundiéndose a través de las uniones de tipo gap (gap junction),
gue permiten que los astrocitos formen un sincitio, transmiten
informacién entre sinapsis que se encuentren alejadas (Araque et
al., 2000; Schipke et al., 2008). Todo esto lleva a plantear que en el
sistema nervioso no existe un tipo celular que sea mas importante
gue otro y que la alteraciéon en uno de ellos podria no sélo favorecer
el desarrollo de una enfermedad neuronal, sino llegar a

desencadenarla.

De hecho, cada vez se encuentran mas evidencias de la implicacion
de los astrocitos en diferentes enfermedades como AD, PD, la
enfermedad de Huntington (HD), la esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), la isquemia cerebral, la hiperamonemia, la esquizofrenia, el
trauma cerebral o la epilepsia. En todas estas enfermedades los
astrocitos responden activAndose en un proceso conocido como

reactividad astrocitaria (Parpura et al., 2013).
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2.2- La reactividad astrocitaria.

La reactividad astrocitaria se puede definir como una reaccion de
defensa constitutiva, con mdltiples pasos y evolutivamente
conservada, en la que se activan los astrocitos frente a situaciones
patolégicas que afectan al sistema nervioso central. Cuando los
astrocitos se activan muestran un patron de expresion génica
diferente y exhiben distintas caracteristicas morfoldgicas y
funcionales, destacando la sobreexpresién de proteinas
estructurales como los filamentos intermedios GFAP (glial fibrillary

acidic protein, proteina fibrilar acida de la glia) y vimentina.

La reactividad astrocitaria cumple una funcién adaptativa, ya que
permite restaurar la homeostasis del sistema, limitar el tejido dafiado
y hacer frente al estrés agudo. Sin embargo, si esta respuesta
persiste a lo largo del tiempo, aparece una situacion de estrés
continuado que acaba teniendo consecuencias deletéreas (Pekny
and Pekna, 2014). Por ello, la reactividad astrocitaria se ha
convertido en una diana terapéutica a la que atacar en
enfermedades en las que esta respuesta se mantiene en el tiempo,
como ocurre en las enfermedades neurodegenerativas o en las

epilepsias.

Hasta hace unos afios, tanto los tratamientos antiepilépticos como la
investigacion de la epilepsia se centraban Unicamente en el
funcionamiento anémalo de las neuronas, sin prestar atencién a
otros tipos celulares como los astrocitos. Cada vez existen mas
evidencias de que los astrocitos sufren una profunda remodelacién
patoldgica en el contexto de la epilepsia (Coulter and Steinhauser,
2015). Estos cambios van desde alteraciones en los canales i6nicos

(D’Ambrosio et al., 1999; Kivi et al., 2000), receptores (Maljevic et

11
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al.,, 2006; Meldrum et al.,, 1999; Vincent and Mulle, 2009) y
transportadores (Proper et al., 2002), hasta cambios en la
organizacion de los dominios astrociticos (dominios espaciales no
solapantes en los que se organizan los astrocitos) (Oberheim et al.,
2008). Todas estas alteraciones llevan a un fallo generalizado de la
homeostasis dependiente de astrocitos en las areas afectadas
(Bedner et al., 2015; Steinhauser et al.,, 2016). Por otra parte,
cuando se da una epilepsia, los cambios en los astrocitos van
siempre acomparfados de una reactividad astrocitaria que difiere de
la encontrada en otras enfermedades neurodegenerativas y cuya
severidad se correlaciona con la probabilidad de volver a desarrollar

un episodio convulsivo (Oberheim et al., 2008).

Entre los cambios bioquimicos descritos en los astrocitos reactivos
en la epilepsia destaca la disminucion de varios reguladores del
ciclo glutamato-glutamina, incluyendo la glutamina sintetasa (Eid et
al., 2004; Malthankar-Phatak et al., 2006; van der Hel et al., 2005) y
los transportadores de glutamato, que es el principal
neurotransmisor excitatorio (Mathern et al., 1999; Proper et al.,
2002). Esta disminucion podria contribuir significativamente a un
aumento de la excitabilidad, debido a defectos en la regulacién de la
homeostasis del glutamato extracelular y en la provision de

neurotransmisores.

3. La recaptacion de glutamato en el sistema nervioso

central.

El glutamato es un aminoacido con gran importancia en el

metabolismo cerebral que, ademas, actia como principal

12
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neurotransmisor excitatorio en el cerebro. Su liberacion en el
espacio sinaptico por parte de neuronas glutamatérgicas, permite su
unién a receptores postsinapticos, ya sean ionotrépicos, como los
AMPA, los de kainato o los de NMDA, o metabotrépicos, como los
MGIuR, favoreciendo la despolarizacion de la neurona postsinaptica.
De este modo, se genera un nuevo impulso eléctrico en la neurona

postsinaptica.

La rapida eliminacién de este neurotransmisor del espacio sinaptico
es esencial para poder retornar a un estado basal con rapidez y
evitar la sobreactivacion de los receptores postsinapticos. Si esto
altimo ocurre, se puede producir un aumento de la excitacion
(Fonnum, 1984), la apariciéon de convulsiones (Ben-Ari, 1985; Nadler
and Cuthbertson, 1980; Olney et al., 1972) y se puede llegar a
provocar la muerte neuronal por un mecanismo conocido como
excitotoxicidad (Choi and Hartley, 1993; Meldrum, 1991, 1986,
Olney et al., 1986, 1972). Esta se debe a que la activacion
continuada de los receptores de glutamato favorece la entrada de
altos niveles de Ca*? a la célula, lo que provoca la activacién de
diversas enzimas dependientes de este ion, como endonucleasas,
fosfolipasas y proteasas, que dafian estructuras celulares como las
que componen el citoesqueleto, la membrana y el DNA,
conduciendo a la muerte neuronal (Bruno et al.,, n.d.; Choi and
Hartley, 1993; Lankiewicz et al., 2000; Olney et al., 1986).

El mecanismo molecular que permite eliminar rapidamente el
glutamato del espacio sinaptico estd basado en la presencia de
transportadores de glutamato de alta afinidad localizados en la
superficie de las células que participan de dicha sinapsis. Estas

proteinas reciben el nombre de EAAT (del inglés excitatory amino
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acid transporter, en espafiol transportador de aminoacidos
excitatorios). Por cada molécula de glutamato que introducen en la
célula cotransportan tres iones sodio (Na*) y un protén (H*), y
antiportan un ion potasio (K*) (Levy et al., 1998; Zerangue et al.,
1996). Por ello, para mantener este transporte en contra de
concentracion, se necesitan gradientes transmembrana de Na*, K*y
H* que se mantienen a través de la bomba Na*/K* ATPasa (Figura
2b). Ademas, se ha descrito que estos transportadores también
pueden funcionar como canales de cloro o incluso transportar agua
(MacAulay et al., 2004, 2001).

En mamiferos existen cinco miembros en la familia de
transportadores de glutamato: EAAT1, llamado GLAST (glutamate
aspartate transporter) en raton (Arriza et al., 1994; Stoffel et al.,
1992); EAAT2, que recibe el nombre de GLT-1 (glutamate
transporter 1) en ratén (Arriza et al.,, 1994; Danbolt et al., 1990);
EAAT3, llamado EAAC1 (excitatory amino acid carrier 1) en
roedores (Arriza et al., 1994; Kanai and Hediger, 1992); EAAT4,
expresado predominantemente en neuronas del cerebelo (Fairman
et al.,, 1995) y EAATS5, que se expresa principalmente en la retina
(Arriza et al., 1997). EAAT1 y EAAT2 se encuentran principalmente
en células de la glia y son los mas importantes en la eliminacion del
glutamato en el espacio sinaptico, mientras que EAAT3 y EAAT4 se
expresan preferencialmente en neuronas (Figura 2a). De todos los
transportadores de glutamato que se han descrito, el que presenta

una funcién mas importante es EAAT2.
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Figura 2. a) Esquema de una sinapsis glutamatérgica en la que se muestra la

localizaciéon de los diferentes tipos de transportadores de glutamato que se
pueden encontrar. EAAT2, el principal transportador de glutamato, se encuentra
principalmente en astrocitos. EAAT1 es exclusivamente astrocitario. EAAT3 es
un transportador neuronal con expresién somatodendritica. EAAT4 se localiza
en la neurona en areas del cerebro muy restringidas. EAAT5 se localiza
exclusivamente en la retina. b) Esquema que muestra el sentido de flujo de los
diferentes iones durante el transporte de glutamato a través de la membrana.
Fuente: Koeppen & Stanton: Berne & Levy Physiology. 62 edicion, versién on-

line.
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Una vez que el glutamato ha sido captado por los astrocitos, puede

tener diferentes destinos:

1) Volver a liberarse al espacio extracelular como gliotransmisor
(Araque et al., 2000).

2) Entrar en el ciclo de Krebs a través de una reaccion catalizada
por la glutamato deshidrogenasa y usarse como combustible

metabolico (Dennis et al., 1977).

3) Convertirse en glutamina por una reaccién catalizada por la
glutamina sintetasa. Este destino es critico para la sintesis de
glutamato neuronal, a través del ciclo glutamina-glutamato, y para la
sintesis de GABA, a través del ciclo glutamina-glutamato-GABA

(Martinez-Hernandez et al., 1977).

Por todo ello, si la recaptaciéon de glutamato falla, ademas de la
hiperexcitacién y la toxicidad derivada de los altos niveles de
glutamato extracelular, se verian comprometidas muchas rutas
metabolicas tanto en astrocitos como neuronas, incluyendo aquellas
gue permiten sintetizar neurotransmisores en las neuronas
excitatorias e inhibitorias. Por eso, la recaptacion de glutamato es

un paso crucial para el buen funcionamiento del cerebro.

3.1- El transportador de glutamato EAAT2.

EAAT2 (GLT-1 en ratones) es el responsable de la recaptacion del
90% del glutamato extracelular (Tanaka et al., 1997) y supone un
1% del total de proteina en el cerebro (Lehre and Danbolt, 1998). La
delecién del gen que codifica EAAT2/GLT-1 en un organismo

modelo como el ratén elimina el 95% de la recaptacion de glutamato
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en el cerebro, lo que lleva a una muerte prematura debida a

convulsiones que no pueden ser tratadas (Tanaka et al., 1997).

Esta proteina se encuentra codificada por el gen SLC1A2, que esta
compuesto por 11 exones. Este gen da lugar a multiples variantes
de mRNA que dan lugar a proteinas con ocho dominios
transmembrana, que forman trimeros funcionales (Grewer et al.,
2014; Kim et al., 2003; Maragakis et al., 2004). EAAT2 presenta
ademas dos sitios de N-glicosilacion localizados extracelularmente

en el lazo entre los dominios transmembrana 3 y 4 (Figura 3).

Exterior
celular

Interior
celular

Figura 3. Representacién esquematica de la topologia transmembrana del
receptor de glutamato EAAT2/GLT-1, basada en la estructura de la proteina
homologa en la arquea Pyrococcus horikoshii. Esta proteina cuenta con ocho
dominios transmembrana y dos horquillas helicoidales (HP1 y HP2). Los
dominios transmembrana 1, 2, 4 y 5 forman parte del dominio de trimerizacion
mientras que los dominios 3, 6, 7 y 8 junto con HP1-2 estan incluidos en el
dominio de transporte del sustrato. El lazo extracelular entre el dominio 3 y 4
puede estar glicosilado. Fuente: adaptado de Yernool et al (Yernool et al.,
2004).

Los transcritos de EAAT2 contienen una larga region 3’ que no se
traduce (3° UTR) y multiples variantes tanto en el extremo C-terminal
como en el N-terminal (Figura 4). Existen dos variantes en el N-

terminal que dan lugar a la sintesis de EAAT2 con dos comienzos
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distintos de la proteina: uno seria MASTEG- y el otro MVSANN-, sin
gue hasta la fecha se hayan encontrado diferencias funcionales
entre ambas variantes (Rozyczka y Engele, 2005). En el extremo C-
terminal encontramos tres variantes posibles que se han estudiado
con mas profundidad: la tipo a 0 EAAT2a, que presenta la secuencia
—PWKREK; la tipo b o EAAT2b, que tiene la secuencia —DIETCI y la
tipo ¢ o EAAT2c, cuya secuencia es —-EYQSWV (Grewer et al.,
2014; Meyer et al., 1998; Minch et al., 1998; Rauen et al., 2004;
Utsunomiya-Tate et al., 1997). Tanto EAAT2b como EAAT2c
contienen un dominio PDZ (subrayado) que les permite
interaccionar con la proteina PICK1, mientras que en EAAT?2a este
dominio estd ausente (Bassan et al., 2007; Sogaard et al., 2013).
Sin embargo, esta interaccion no parece afectar a la capacidad para
captar glutamato de las diferentes isoformas (Chen et al., 2002;
Sullivan et al., 2004). En un primer momento se asocié una isoforma
u otra al tipo celular en el cual tenia lugar su expresion. EAAT2, a
pesar de tener un patrén principalmente astrocitico, también se
expresa en neuronas, especialmente en hipocampo (Chen et al.,
2004; Danbolt et al., 2016; Rimmele and Rosenberg, 2016). Por ello,
ciertos trabajos sugirieron que la expresién de la isoforma EAAT2a
se daba mayoritariamente en astrocitos mientras que la isoforma
EAAT2b era mas frecuente en neuronas (Chen et al., 2002; Schmitt
et al., 2002). Sin embargo, estudios posteriores demaostraron que la
isoforma expresada preferencialmente en neuronas es la EAAT?2a,
mientras que tanto la isoforma EAAT2a como la EAAT2b se
expresan en astrocitos, siendo esta Ultima minoritaria. En los Gltimos
afos se ha relacionado alteraciones en la expresion de EAAT2b con
ciertas patologias (Tabla 1). No obstante, la ausencia de

anticuerpos comerciales capaces de identificar y distinguir ambas
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isoformas hace que estos datos se basen en los niveles de mRNA y
no en los de proteina expresada (Chen et al., 2004), haciendo mas

complicado el andlisis.

A
AUG uaA
R3] 4[5 807] 8 8] 10 [F="
— —
1 11
B
N-term C-term

J L

[MASTEG  //  VTLAANGKSADCSVEEEPWKREK |
LA
r/mGLT-1a

i L

[mvs //  VTLAANGKSADCSVEEEPWKREK |

mGLT-1a’
[mvs ’/j/’ VPFPFLDIETCI |
mGLT-1b
[MASTEG /jf VPFPFLDIETCI |
[
rGLT-1b
[MASTEG /l/f SLHYVEYQSWV |
rGLT-1c

Figura 4. Isoformas de GLT-1 por procesado alternativo. a) Diagrama que
muestra los exones presentes en el gen SLC1A2. Los mostrados en gris son
los que estan sujetos a procesado alternativo. b) llustracién esquematica de las
diferentes isoformas de GLT-1, donde puede variar tanto el N-terminal como el
C-terminal. Las secuencias subrayadas en el C-terminal son los dominios PDZ.
UTR= region no traducida, AUG= coddn de inicio, UAA= codon de parada. El
prefijo “m” hace referencia a que se ha encontrado en ratén y el “r’ a rata (Lee
and Pow, 2010).
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Tabla 1. Evidencias de regulacion diferencial de EAAT2a/GLT-1a y EAAT2b/GLT-1b en
respuesta a enfermedades y manipulaciones experimentales.

Enfermedad/ Efecto
Manipulacion Especie sobre GLT-1a Efecto sobre GLT-1b Referencia
Maragakis et
ELA Humano | proteina 1 proteina en neuronas al., 2004
O’Donovan et
Esquizofrenia Humano No cambios T mMRNA al., 2015
Pow et al,
Hipoxia neonatal = Cerdo | proteina 1 proteina en neuronas 2004
Traumatismo Rata 1 proteina en | proteina en cértex,
craneoencefalico hipocampo hipocampo y tdlamo Yi et al. 2005
ELAPD* Ratén | proteina en | proteina en espina
médula espinal  dorsal, cértex Wilson et al.
y cortex somatosensorial, estriado, 2003
somatosensorial  cOrtex motor y cortex
pirifome
Estrés por Rata T mRNAYy 1 proteina en todo el
. . ; . . . Reagan et al.
confinamiento proteina en el hipocampo sin cambio en 2004
giro dentado y MRNA
CA3
Autry et al
Adrenalectomia Rata T mRNA Sin cambios 2006
Glucocorticoides  Rata 1 proteina en 1 proteina sélo en CA3 y Autry et al.
hipocampo giro dentado 2006

*ELAPD: Complejo parkinsonismo-demencia-esclerosis lateral amiotrofica o

sindrome de Guam. Modificado de Lauriat & Mcinnes 2007.
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3.2- Regulacién de EAAT2.

La cantidad de EAAT2 que hay presente en la sinapsis determina la
capacidad de un astrocito para eliminar eficientemente el glutamato
de este espacio y, por tanto, evitar la excitotoxicidad. Dada la
importancia de EAAT2 en este proceso, su expresion y actividad
esta finamente regulada a nivel transcripcional, traduccional y

post-traduccional.

Existen diferentes compuestos tanto endégenos como
farmacolégicos que son capaces de provocar la activacion de la
transcripcion, como PACAP, EGF, estrogenos y sus derivados.
También existen compuestos que reprimen la transcripcién de
EAAT2 como cAMP o TNF-a (Figiel and Engele, 2000; Karki et al.,
2014b, 2013; Lee et al., 2012; Sitcheran et al., 2005; Su et al.,
2003). Ademas, el promotor de EAAT2 contiene varias secuencias
de union de factores de transcripcion tales como NF-kB, Spl, N-
myc, CREB, EGR y NFAT (Ghosh et al.,, 2011; Su et al., 2003).
Entre todos los factores de transcripcion que pueden contribuir a
cambios en la transcripcién de EAAT2, destaca NF-«kB. Se sabe que
la activacion transcripcional de EAAT2 por EGF tiene lugar a través
de NF-kB (Ghosh et al., 2011; Sitcheran et al., 2005; Su et al., 2003;
Zelenaia et al., 2000). Ademas, el tamoxifeno (un antagonista del
receptor de estrogenos), el raloxifeno (un modulador selectivo del
receptor de estrégenos) y el 17-B-estradiol aumentan la expresién
de NF-kB y CREB (Karki et al., 2014b, 2013; Lee et al., 2012). Estas
y otras evidencias invitan a pensar que la ruta de NF-kB tiene un
importante papel en el control de la transcripcion de EAAT2
(Takahashi et al., 2015).
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La transcripcion de EAAT2 también est4d regulada a nivel
epigenético. Inhibidores de la desacetilasa de histonas (HDAC)
incrementan la expresion del principal transportador de glutamato
(Perisic et al., 2010). Ademas, Yin-Yang 1 (YY1), un factor de
transcripcion ubicuo, disminuye la actividad del promotor de EAAT2,
reclutando HDACs como co-represores (Karki et al., 2014). Por
ultimo, se ha observado que el promotor de EAAT2 presenta en el
cortex una hipometilacion si se compara con los niveles de
metilacion observados en el cerebelo, lo que podria explicar por qué
en esta Ultima zona la expresion de EAAT2 estda disminuida
respecto a la encontrada en el cortex (Perisic et al., 2012). Todos
estos resultados indican que el estado de acetilacion y de metilacion
del promotor de EAAT?2 esta involucrado en los niveles de expresion

de este gen.

Por otra parte, la traduccion es otro proceso que parece estar
regulado en la expresién de EAAT2. La corticosterona controla la
traduccion de EAAT?2 en ratones y en astrocitos en cultivo a través
de la region 5’ no traducida (5° UTR) (Tian et al., 2007). Ademas, se
ha detectado un micro-RNA, miR-124a, que llega a los astrocitos a
través de exosomas neuronales y aumenta la traduccién de EAAT2
(Morel et al., 2013).

Por dltimo, existe una regulacion a nivel post-traduccional que
permite modular la actividad del transportador, su localizacién, su

actividad y su degradacion.

Una de las modificaciones post-traduccionales mejor descritas es la
palmitoilacion en la cisteina 38 (ver apartado 4.4.3 de Introduccion),
gue es esencial para que EAAT2 pueda captar el glutamato

extracelular y cuya alteracion en la enfermedad de Huntington se
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ha asociado con una disminucion en la capacidad de EAAT2 para
mantener la homeostasis del glutamato (Huang et al., 2010). Otra
modificacibn ampliamente descrita es la sumoilaciéon (adicion de
grupos SUMO, descrita en el apartado 4.4.4 de Introduccion) de
EAAT2 en el extremo C-terminal, que se relaciona con la
localizacién del transportador en compartimentos intracelulares y
que parece estar comprometida en ciertas mutaciones observadas
en ELA (Foran et al., 2014). Mencion aparte merece la
ubicuitinacion de EAAT2 que se expondra en el apartado 5 de la

Introduccion.

Se sabe también que EAAT2 estd sujeto a muchas otras
regulaciones que todavia no somos capaces de comprender en
profundidad. En 2015, Murphy-Royal y sus colaboradores publicaron
un estudio en el que demostraron que EAAT2 presentaba una alta
capacidad de difundir lateralmente en la superficie de la membrana
plasmatica y que la localizaciéon que finalmente adquiria dependia
de la actividad sinaptica (Murphy-Royal et al., 2015). Esto
demuestra que existen mecanismos que subyacen a la regulacion
de EAAT?2 directamente relacionados con su funcién que aun deben

ser investigados con profundidad.

Uno de ellos es toda la maquinaria molecular que regula la
endocitosis de EAAT2, que se ha demostrado que esta afectada en
enfermedades neurodegenerativas como ELA (Vanoni et al., 2004),
pero que aun estan lejos de comprenderse. En este trabajo
aportaremos nuevos conocimientos sobre las modificaciones

post-traduccionales que regulan la endocitosis de EAAT2.
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4. La endocitosis, trafico celular y su regulacion.

Se entiende por endocitosis la internalizacion de macromoléculas y
componentes de la membrana celular mediante la invaginacién de la
misma y la formacion de vesiculas endociticas. Se trata de un
proceso altamente regulado que permite variar la composicion
proteica y lipidica de las membranas celulares, incluyendo
receptores y transportadores. La mayoria de transportadores, como
EAAT2, se encuentran regulados por endocitosis, ya que este
proceso permite controlar la cantidad de transportador localizado en

la superficie celular y, por lo tanto, su actividad.

Ademas, la degradacion proteica y el control de calidad de las
proteinas de membrana también se ven regulados por este proceso,
ya que la endocitosis es un requisito previo para poder degradar una
proteina de membrana. Por ello, existen mecanismos que permiten

etiquetar una Unica proteina de membrana para su internalizacion.

La endocitosis puede tener lugar por diversos mecanismos, que
pueden dividirse en dos grandes grupos: los dependientes de

clatrina y los independientes de clatrina.

4.1- Endocitosis dependiente de clatrina.

Es el mecanismo de internalizacion mejor conocido hasta la fecha.
Este tipo de endocitosis es especialmente relevante en las sinapsis,
ya que esta implicado en el reciclaje de las vesiculas sinapticas tras
la liberacion de los neurotransmisores y en la regulacion de
numerosos tipos de receptores postsinapticos, transportadores

gliales y transportadores neuronales (Jung and Haucke, 2007).

En este mecanismo, los dominios citoplasmaticos de las proteinas

de la membrana plasmatica son especificamente reconocidos por
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proteinas adaptadoras y empaquetados en vesiculas recubiertas de
la proteina clatrina que posteriormente pasan al interior celular. El
proceso se inicia con la interaccion entre los dominios de la proteina
diana y las proteinas adaptadoras, pudiendo este reconocimiento
estar mediado por modificaciones postraduccionales. A
continuacion, las proteinas adaptadoras reclutan a la clatrina que
polimeriza en forma poliédrica, recubriendo la incipiente
invaginacion. Por dltimo, la GTPasa dinamina crea un anillo
alrededor de la base de la invaginacién e induce su escision,

formando una vesicula endocitica.

Estudios previos han descrito que la endocitosis de EAAT2 y GLT-1
se puede dar por un mecanismo dependiente de clatrina, estando
mediada por la activacién de la protein kinasa C (PKC) (Garcia-
Tardon et al., 2012; Martinez-Villarreal et al., 2012).

4.2- Endocitosis independiente de clatrina.

La endocitosis independiente de clatrina estda mucho menos
estudiada. Todas las endocitosis independientes de clatrina
requieren de colesterol libre, proteinas y lipidos que residen en
balsas lipidicas ricas en esfingolipidos. Estas balsas lipidicas (en
inglés, lipid rafts) son microdominios de la membrana celular que
mantienen proteinas ancladas a la membrana por medio de
glicosilfosfatidilinositol. Son estructuras extremadamente dindmicas
y juegan un papel importante en la compartimentalizacién de
diversos procesos celulares, siendo clave no sélo en la endocitosis,
sino también en la transduccién de sefiales. Entre las diferentes vias
de endocitosis independiente de clatrina que existen, la mejor
caracterizada es la via dependiente de caveolina (Grant y
Donaldson, 2009; Mayor y Pagano, 2007).
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Las caveolas son invaginaciones en la membrana plasmatica de
aproximadamente 50-80 nm, marcadas por la presencia de una
proteina de la familia de las caveolinas. El andlisis bioquimico y
protedbmico de las fracciones de membrana de las caveolas
muestran un enriquecimiento en esfingolipidos y colesterol,
proteinas de sefalizacién y agrupaciones de proteinas ancladas a
glicosilfosfatidilinositol. La fision vesicular en la endocitosis
dependiente de caveolinas depende directamente de la GTPasa
dinamina, al igual que ocurria en la endocitosis dependiente de
clatrina. Las caveolas funcionan como microdominios de membrana
gue participan en una gran variedad de procesos celulares ademas
de la endocitosis, tales como la transduccién de sefales, el

transporte de colesterol y la transcitosis.

Ademds de la endocitosis dependiente de caveolina también existen
otros tipos de endocitosis, como la dependiente de Cdc42, la
dependiente de ARF6 o la dependiente de RhoA (Mayor and
Pagano, 2007).

La endocitosis dependiente de caveolina es el mecanismo de
endocitosis descrito para el transportador de glutamato EAAT3
(Gonzalez et al., 2007). La regulacion de EAAT2 también se ha
asociado a esta via de endocitosis, ya que el transportador presenta
niveles de expresion alterados cuando la expresion de caveolina se
altera (Abousaab et al., 2016; Zschocke et al., 2005). Ademas, se ha
demostrado una regulacién reciproca entre la caveolina y GLT-1
(EAAT2 en humanos), por lo que es posible que este transportador,
ademas de ser endocitado por vias dependientes de clatrina pueda
también pasar al interior celular por endocitosis independiente de
ésta (Zschocke et al., 2005).
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4.3- Destinos celulares del cargo tras la endocitosis.

Independientemente de la via de endocitosis por la cual el cargo es
endocitado, éste es normalmente enviado a un endosoma
temprano. Desde alli, el cargo puede ser conducido por diferentes

itinerarios:

e El cargo puede pasar desde un endosoma temprano a
endosomas tardios y lisosomas para su degradacion.

e Puede pasar a la red trans del aparato de Golgi.

e El endosoma puede reciclarse para volver a llevar el cargo a
la membrana plasmatica. Se piensa que ésta podria ser la ruta
por defecto y que serian necesarias otras sefiales para que el
destino del cargo fuera cualquiera de los anteriores. Hay que
tener en cuenta que la internalizacién de parte de la membrana
debe verse compensada por rutas de reciclaje endosémico que
retornen gran parte de las proteinas y lipidos endocitados a la
membrana plasmética. El equilibrio entre la endocitosis y el
reciclaje controla la composicion de la membrana plasmatica y
las proteinas que en ella se encuentran presentes. Este
equilibrio determina procesos celulares como la captacién de
nutrientes, la adhesion celular, la migracion celular, la
citoquinesis, la polaridad celular, la transduccién de sefales v,
por supuesto, el transporte a través de la membrana (Grant y
Donaldson, 2009).

4.4- Modificaciones post-traduccionales que regulan la

endocitosis.

Una de las caracteristicas de la endocitosis es que es un proceso

altamente regulado, en el cual se seleccionan las proteinas que
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deben pasar al interior celular y su destino. Para que las proteinas
sustrato de la endocitosis puedan ser reconocidas por la maquinaria
celular responsable de ello, deben sufrir modificaciones post-
traduccionales que se reconocen como un codigo que marca a la
proteina para ser endocitada. Existen diversas modificaciones post-
traduccionales que permiten reconocer una proteina como sustrato

de la endocitosis (Zhang y Kim, 2017).

4.4.1- Fosforilacién.

La fosforilacién es la adicion enzimatica de un grupo fosfato a un
aminoacido que presenta un grupo hidroxilo libre, ya sea treonina,
serina o tirosina. Esta adicidn de un grupo fosfato suele suponer un
cambio conformacional en la proteina. La fosforilacion fue la primera
modificacién post-traduccional descrita y se conoce su implicacion
en casi todos los procesos celulares: activacion de enzimas,
localizacién subcelular, control del ciclo celular o la transduccion de
sefiales. Ademas, se trata de una modificacion reversible
enzimaticamente por accién de las fosfatasas, enzimas capaces de

eliminar grupos fosfato (Zhang y Kim, 2017).

4.4.2- Glicosilacion.

La N-glicosilacién es una modificacion post-traduccional altamente
conservada que consiste en la adicion de un oligosacérido, conocido
como glicano, a un grupo amino del residuo de la asparagina de una
proteina. La glicosilacién contribuye a la asociacion de las proteinas
en microdominios de la membrana plasmatica, determinando asi su
endocitosis. Un estudio reciente demostré que la glicosilacion en la

cola N-terminal de los receptores de dopamina D2 y Ds determina la
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ruta endocitica que seguiran los receptores a través de las

interacciones con microdominios especificos (Min et al., 2015).

4.4.3- Palmitoilacion.

La palmitoilacion consiste en la adicién de un grupo palmitoilo (una
cadena de 16 carbonos) a la cisteina de una proteina diana a tavés
de una palmitoil-transferasa, Se trata de una modificacion post-
traduccional reversible que suele tener lugar en residuos de
cisteinas de proteinas de membrana o, con menos frecuencia, en
serinas y treoninas. La palmitoilacion tiene efectos en la localizacion
de varios receptores en la membrana plasmatica. Por ejemplo, es
requerida para la localizacion adecuada de receptores como el Ds
de la dopamina, el receptor de canabinoides CB1 o el PAR2 (Adams
et al., 2011; Oddi et al., 2012; Zhang et al., 2016).

La palmitoilacion tiene relevancia en la endocitosis de ciertos
receptores. Esta modificacidn post-traduccional es necesaria para la
endocitosis del receptor de la hormona tirotropina (Groarke et al.,
2001), el receptor de somatostatina 5 (Hukovic et al., 1996) o el
receptor PAR2 (Adams et al., 2011), entre muchos otros. También
puede ser una modificacién inhibidora de la endocitosis como ocurre
con el receptor de la coriogonadrotopina humana (Kawate and
Menon, 1994).

4.4.4- Sumoilacioén.

La sumoilacién es un proceso de modificacion post-traduccional en
el cual, tras una reaccién enzimatica en tres pasos, se produce una
unién covalente de la proteina SUMO (del inglés Small-Ubiquitin-like

Modifier) a un residuo de lisina de la proteina diana. Se trata de una
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modificacion  reversible  por enzimas conocidas como
deSUMOilasas. Esta modificacion es analoga a la ubicuitinacién,
modificaciéon de la que se hablard a continuacion. Ademas de
presentar similitudes en el mecanismo de reaccion y las enzimas
implicadas, ambas modificaciones guardan una relacion funcional.
Ambas modificaciones tienen lugar sobre residuos de lisinas,
pudiendo competir entre ellas o favorecer el que tras la

incorporacion de una modificacién, se produzca la otra.

La sumoilacion esta implicada en numerosos procesos celulares
tales como el transporte nuclear, la regulacion transcripcional, la
apoptosis, la estabilidad proteica, la respuesta al estrés o la
endocitosis, siendo esencial para una correcta funcion sinaptica
(Schorova y Martin, 2016). Por ejemplo, la sumoilacién de la
subunidad GIuR6 del receptor de kainato en respuesta a NMDA

induce la endocitosis de estos receptores (Martin et al., 2007).

4.4.5- Ubicuitinacién.

Aunque todas las modificaciones post-traduccionales anteriormente
descritas contribuyen a la regulacion de la endocitosis de
EAAT2/GLT-1, es la ubicuitinacion la modificacién que tiene un

papel mas preponderante en este proceso.

La ubicuitinacion es el proceso por el cual un modificador de
naturaleza proteica de 76 aminoacidos llamado ubicuitina se une
covalentemente a través de un enlace isopeptidico a un residuo de
lisina de la proteina diana. La ubicuitina recibe este nombre por
tratarse de un modificador presente ubicuamente en todos los
organismos eucariotas. Este péptido fue descrito por primera vez

por Goldstein en 1975 (Schlesinger et al., 1975; Schlesinger y
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Goldstein, 1975), aunque fue en las décadas posteriores cuando se
profundiz6 sobre el papel que podia tener en la biologia de la célula.
En 1981, Ciechanover y colaboradores establecieron que la
ubicuitina servia para etiquetar proteinas que debian ser
degradadas por un proceso dependiente de ATP, que hoy en dia
sabemos que esta mediado por el proteasoma (Ciechanover et al.,
1981). Por ello, la ubicuitina se ha relacionado desde entonces con
la degradacion proteica aunque hoy sabemos que las ubicuitinas
son moléculas sefializadoras que participan en practicamente todos

los procesos que existen en la célula.

El mecanismo de ubicuitinacion tiene lugar en tres pasos
catalizados por tres enzimas diferentes que actian de forma

coordinada (Figura 5):

1) Activacion. La cascada comienza con la activacion de la
ubicuitina en una reaccion de dos pasos catalizada por
la enzima activadora de ubicuitina E1 o E1l-activasa
dependiente de ATP.

2) Conjugacion. La enzima conjugadora de ubicuitina o E2-
conjugasa transfiere la ubicuitina desde la El-activasa
hasta el centro activo de la E2.

3) Ligacién. El paso final en el proceso de ubicuitinacion es
la unién entre la ubicuitina y el sustrato. En este proceso,
la E3-ubicuitin ligasa determina la especificidad de la
reaccion. Existen dos grupos principales de E3-ubicuitin
ligasas en funcion de su estructura y mecanismo de
accion: la familia HECT (Homologous to the EG6AP
Carboxyl Terminus) y la familia RING (Really Interesting

New Gene). Las proteinas de la familia HECT presentan
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una cisteina catalitica en la que la E2 descarga la
ubicuitina antes de que ésta sea transferida al sustrato
(Rotin y Kumar, 2009). La familia RING, por el contrario,
al carecer de wuna cisteina catalitica, media la
transferencia directa de la ubicuitina desde la E2 al
sustrato (Deshaies y Joazeiro, 2009). La mayoria de E3-

ubicuitin ligasas pertenecen a la familia RING.

E SH
°>°+ ATP AMP + PP, 0 a

Figura 5. Cascada de reacciones de la ubicuitinacién. E1: E1-activasa, E2: E2-
conjugasa, E3: E3-ubicuitin ligasa, Ub: ubicuitina, ATP: adenosin trifosfato,
AMP: adenosin monofosfato, PPi: fosfato inorganico. La linea discontinua indica
que la elongacién de la cadena puede tener lugar. Fuente: www.wikipedia.org,
imagen de Roger B. Dodd.

La ubicuitinacion constituye un auténtico cédigo de etiquetado de
proteinas para distintos destinos celulares. Una proteina puede
sufrir la adicion de wuna ubicuitina en una sola lisina
(monoubicuitinacién) o la adicion de una ubicuitina en varios

residuos de lisina (multi-monoubicuitiacién). Ademas, la ubicuitina
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posee siete residuos de lisina que pueden ser a su vez
ubicuitinados, formando cadenas de ubicuitina (poliubicuitinacion)
que se detecta como un bandeado continuo o smearing cuando las
proteinas ubicuitinadas se analizan por western blot. Estas cadenas
de ubicuitina pueden formarse con diferente topologia. Todo esto
supone un auténtico cédigo de etiquetado que hace que una misma
proteina pueda presentar una ubicuitinacion diferente segun su
destino celular (Hicke y Dunn, 2003; Rotin y Staub, 2011). Una de
las consecuencias de la ubicuitinacién en un receptor de membrana
es la de mediar en su endocitosis. La ubicuitinacion es una
modificacién que ha demostrado ser especialmente relevante en las
sinapsis ya que controlan la estabilidad, actividad y localizacién de

receptores y transportadores (Lin y Man, 2013).

5. La endocitosis de EAAT2 y su regulacion.

Como ya se ha descrito, EAAT2 es un transportador de glutamato
altamente regulado a diferentes niveles (Takahashi et al., 2015). Al
igual que ocurre con otros transportadores, se ha postulado que
EAAT2 permanece en vesiculas intracelulares cerca de la
membrana plasmatica de manera que, en caso de necesitarse
sUubitamente mas transportador, éste pueda situarse con celeridad
en la superficie celular para llevar a cabo su funcién (Underhill et al.,
2015).

Aungue la regulacion de la endocitosis de EAAT2 es muy compleja
y se encuentra regulada por diferentes modificaciones
post-traduccionales como la fosforilacién por parte de la quinasa
PKC (Garcia-Tardon et al., 2012), la sumoilacion (Foran et al., 2014)
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o la palmitoilacién (Huang et al., 2010), es la ubicuitinacion por parte
de la E3-ubicuitin ligasa Nedd4-2 la que se postula que tiene un

papel mas relevante.

5.1- La E3-ubicuitin ligasa Nedd4-2.

Nedd4-2 o Nedd4L (del inglés Neural precursor cell-Expressed
Developmentally Downregulated gene 4 Like o -2) es una E3-
ubicuitin ligasa de tipo HECT. Nedd4-2 pertenece a una familia de
nueve miembros que se denomina Nedd4 (Ingham et al., 2004).
Nedd4 o Nedd4-1, el miembro prototipico de la familia a la que da
nombre, se identificé inicialmente como una proteina implicada en el
desarrollo del sistema nervioso central del raton (Kumar et al.,
1992). La proteina Nedd4 contiene un dominio C2 de union a lipidos
y/o proteinas dependiente de calcio en el extremo N-terminal, 3 0 4
dominios WW de interaccion proteina-proteina y un dominio HECT
en el extremo C-terminal (Figura 6). Estos dominios aparecen en
todos los miembros de la familia Nedd4, cambiando sélo el ndmero
de dominios WW. Nedd4 y Nedd4-2 son capaces de unirse a
motivos PPxY (PY o LPSY) de los sustratos a través de sus
dominios WW (Kanelis et al., 2001; Kasanov et al., 2001; Staub et
al., 1996).

Todas las enzimas que forman parte de la familia Nedd4 estan
implicadas en la ubicuitinacion de proteinas de membrana con el fin
de etiquetarlas y mediar su trafico intracelular (Goel et al., 2015). De
hecho, el primer sustrato que se identificé para Nedd4 fue el canal
epitelial de sodio ENaC (del inglés Epithelial Sodium Channel), cuya
endocitosis y degradaciéon estd mediada por Nedd4 (Staub et al.,
1996) y, como se descubridé posteriormente, también por Nedd4-2

(Harvey et al., 2001; Snyder et al.,, 2003). Asi, se demostré que
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Nedd4 y Nedd4-2 pueden compartir sustratos (Yang y Kumar,
2010).

NH2 COOH

m sz
W W wew

W wemw X
wmw wemw .

Leyenda

Dominio de union a lipidos y proteinas dependiente de Ca*?

n Dominios de interaccion proteina-proteina

Dominios ubicuitin-ligasa

Figura 6. Representacion esquematica de los dominios presentes en las
proteinas Nedd4 y Nedd4-2. En el extremo N-terminal, ambas proteinas
presentan un dominio de unién a lipidos y proteinas dependiente de Ca*?, los
dominios WW son dominios de interaccion proteina-proteina y el dominio HECT
es el dominio E3-ubicuitin ligasa. Los dominios WW y HECT se encuentran
conservados evolutivamente. Adaptado de Donovan y Poronnik, 2013.

5.2- El papel de Nedd4-2 en la endocitosis de EAAT2.

Aunque desde 2008 se conocia la implicacion de la ubicuitinacion
en la endocitosis del transportador EAAT2/GLT-1 (Sheldon et al.,
2008), es en 2012 cuando Garcia-Tardon y colaboradores
identificaron que la proteina responsable de dicha ubicuitinacion era
Nedd4-2 y que dicha modificacién tenia lugar en la cola C-terminal
de EAAT2/GLT-1 (Garcia-Tarddén et al., 2012). Esta ubicuitinacion
es una sefial de endocitosis y degradacién, por lo que la

sobreexpresion de Nedd4-2 tiene como consecuencia una
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disminucion en los niveles de EAAT2/GLT-1 que hay en la superficie
celular y, por lo tanto, una disminucion en la capacidad para captar

glutamato extracelular.

Sin embargo, EAAT2 no tiene motivos PY de reconocimiento, por lo
que aparentemente no podria ser un sustrato de Nedd4-2. No
obstante, se ha descrito que existen moléculas adaptadoras que
sirven de enlace entre Nedd4-2 y diferentes sustratos, entre las que

destacan las arrestinas (Becuwe et al., 2012).

5.3- Las arrestinas en la endocitosis de EAAT2.

La importancia de las arrestinas como adaptadores en la
ubicuitinacion de proteinas de membrana por parte de E3-ubicuitin
ligasas de la familia Nedd4 ha sido puesta en evidencia en diversas
ocasiones. En mamiferos, la familia de las arrestinas esta formada
por las arrestinas visuales (arrestina-S y arrestina-4), las a-
arrestinas (TXNIP y ARRDCs1-5) y las (B-arrestinas (B-arrestina 1 y

B-arrestina 2) (Becuwe et al., 2012).

En un reciente trabajo de Ibafiez y colaboradores se describié que la
B-arrestina 1 sirve de enlace entre Nedd4-2 y GLT-1 para su
endocitosis. Ademas, se propone también la participacién de la o-
arrestina 1 como intermediario entre Nedd4-2 y GLT-1. De este
modo, el mecanismo de ubicuitinacion de EAAT2/GLT-1 que se
conoce hasta la fecha estaria llevado a cabo por Nedd4-2, que
ubicuitinaria a EAAT2/GLT-1 siriviendose de la B-arrestina 1 y
probablemente de la a-arrestina 1 como adaptadores. EAAT2/GLT-1
resultaria asi etiquetada para ser endocitada y degradada en el

lisosoma (Figura 7) (Ibafiez et al., 2016).
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endocitosis

endosoma
temprano
p )

Figura 7. Esquema del proceso de ubicuitinacion de EAAT2/GLT-1. Nedd4-2
entra en contacto con EAAT2/GLT-1 usando como adaptador a la B-arrestina 1
(no se incluye a la a-arrestina 1 en el esquema ya que todavia no se ha
confirmado su participacion en el proceso (lbafiez et al., 2016)). Nedd4-2
procede a la poliubicuitinacion de EAAT2/GLT-1 en el extremo C-terminal de la
proteina, lo que etiqueta a la proteina para ser endocitada, tras lo que pasara a
ser degradada por el lisosoma. U: ubicuitina, B-arr 1: B-arrestina 1. Imagen
propia a partir de modelos disponibles en Servier Medical Art.

Por todo ello, en este trabajo de tesis se ha querido conocer la
implicacion que puede tener EAAT2/GLT-1 en el desarrollo de la
epilepsia en la enfermedad de Lafora y el papel que el complejo
laforina-malina puede tener en la regulacion de la endocitosis de

este transportador de glutamato astrocitario.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido determinar las
bases moleculares de la epilepsia en la enfermedad de Lafora. Para

ello, nos planteamos los siguientes subobjetivos:

1. Analizar la homeostasis del transportador de glutamato
GLT-1 en astrocitos primarios de ratones Epm2a-/- y
Epm2b-/-, modelos de la enfermedad de Lafora.

2. Estudiar la implicacién del complejo laforina-malina en la
regulacién del transportador GLT-1/EAAT2.

3. Investigar el estado del transportador de glutamato GLT-1

en el hipocampo de ratones Epm2b-/-.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material biolégico y condiciones de crecimiento.

1.1- Animales.

Este estudio fue llevado a cabo siguiendo estrictamente las
recomendaciones recogidas en la Guia del Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC, Espafia). Todos los procedimientos con animales
fueron aprobados por el comité ético del Instituto de Biomedicina de
Valencia-CSIC [numero de permiso: INTRA12 (IBV-4)] y autorizados
por la Direccion General de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la
Generalitat Valenciana. En todo momento se intentd6 minimizar el

sufrimiento animal.

En este trabajo se han utilizado ratones machos deficientes en
laforina (Epm2a-/-) y ratones deficientes en malina (Epm2b-/-),
ademas de ratones control con fondo C57BL/6JRccHsd adquiridos
en la compafia Harlan Labs (Barcelona, Espafia). Con el fin de
minimizar el efecto de las diferencias debidas a fondo genético, los
ratones Epm2b-/- que se habian utilizado previamente en otros
trabajos del laboratorio (Aguado et al., 2010; Criado et al., 2012) se
retrocruzaron con ratones C57BL/6JRccHsd diez generaciones para
obtener ratones Epm2b-/- en fondo puro. Los ratones Epm2a-/-,
fueron cedidos por el doctor Matthew Gentry (University of

Kentucky, Estados Unidos). Los ratones se mantuvieron en el
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estabulario del IBV-CSIC con ciclos de luz y oscuridad 12 horas/12
horas con una temperatura constante de 23°C y con agua y comida

ad libitum.

Se utilizaron ratones de diferentes edades (dia 0, 16 dias, 3 meses,

9 meses y 12 meses) segun se indica en cada experimento.

1.2- Cultivos celulares de mamiferos.

Todo el trabajo de cultivos celulares ha sido realizado en una
campana de bioseguridad de nivel II-A. El material estéril de plastico
utilizado para sembrar las células ha sido adquirido de la casa

comercial Sarstedt.

El crecimiento de los cultivos celulares se ha llevado a cabo en
atmosfera humeda, a 37°C y con una concentracion de CO2 del 5%.
El mantenimiento de las lineas celulares se realiz6 despegando las
células confluentes de las placas de cultivo por tripsinizacion
(Tripsina-EDTA: 200 mg/L Versene (EDTA), 500 mg/L Tripsina
1:250, Lonza), centrifugacion y resiembra de las células en medio

fresco.

1.2.1- Lineas celulares.

Durante el desarrollo de este trabajo se han utilizado dos lineas

estables:

e SH-SY5Y: Células derivadas de la linea SK-N-SH, que
provenian de un neuroblastoma de una nifia de cuatro afios
(Biedler et al., 1978). Las células fueron cedidas por el
doctor Domingo Barettino (Instituto de Biomedicina de
Valencia-CSIC). Estas células se crecieron en el medio de

Eagle modificado por Dulbecco (DMEM): Nutrient Mixture
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F-12 (Ham’s) con 25 mM de glucosa (Lonza),
complementado con un 15% de suero fetal bovino (FBS,
Thermo Fisher Scientific) inactivado por calor, 2 mM L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 upg/mL de
estreptomicina.

e Hek293. Células embrionarias de rifidbn humano. Estas
células furon adquiridas en la Health Protection Agency
Culture Collection (Salisbury, UK). Las células se crecieron
en medio DMEM con 25 mM de glucosa (Lonza)
suplementado con un 10% de FBS (Thermo Fisher
Scientific) inactivado por calor, 2 mM L-glutamina, 100 U/mL

de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina.

Las células fueron sembradas con una densidad de 1x10°
células para placas p60 (60 mm de diametro) o de 3x108 células
para placas p100 (100 mm de didmetro).

Las células SH-SY5Y se transfectaron con Xtreme GENE HP
(Roche) segun las indicaciones del fabricante, utilizando una
relacion de ug de DNA: uL de reactivo de transfeccién de 1:3.
Las células Hek293 también se transfectaron con Xtreme GENE
HP (Roche) pero en esta ocasion utilizando una relacién de
DNA: puL de reactivo de transfeccion de 1:2. Las células
transfectadas se dejaron creciendo durante 24 horas antes de

realizar los ensayos.

1.2.2- Lineas celulares estables para la sobreexpresién de

laforina o malina en SH-SY5Y.

Durante esta tesis doctoral se establecieron lineas -celulares

SH-SY5Y que sobreexpresaban establemente la proteina laforina
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etiquetada con HA (hemaglutinina) o la proteina malina etiquetada
con el mismo epitopo. Para ello se transfectaron células SH-SY5Y
sembradas en placas pl00 con plasmido pCDNA-HA-laforina
humana o pCDNA-HA-malina humana utilizando Xtreme GENE HP
(Roche) como se ha descrito en el apartado anterior. También se
generaron lineas estables para el plasmido pCDNA-HA-vacio como

control.

A continuacién se determiné la dosis de G418 (Sigma) minima para
matar el 100% de las células SH-SY5Y, que fue de 250 ug/mL. Este
producto es letal para células eucariotas pero el plasmido de interés
contenia un gen de resistencia al producto. Durante dos meses las
células que habian incorporado el plasmido al genoma se
seleccionaron con G418 a 250 ug/mL. Cuando aparecieron clones
de un diametro aproximado de 0.5 cm, se tripsinizaron y se
transfirieron a una placa de 24 pocillos utilizando discos de
clonacion (Sigma). Posteriormente se procedi6 a la expansion de los
diferentes clones en placas de un didmetro cada vez mayor hasta
llegar a placas p60, donde se comprobd la expresién de la proteina
de interés, laforina o malina, mediante western blot. En los
experimentos realizados con estas células, se utilizaron al menos

dos clones independientes de cada genotipo.

1.2.3- Cultivo primario de astrocitos.

Los cultivos primarios de astrocitos de ratones control, Epm2a-/- y
Epm2b-/- se obtuvieron a partir de cértex cerebral de ratones recién
nacidos (pO) segun se ha descrito en la literatura (Mifiana et al.,
1998). En este protocolo se aisla el cortex de las crias de ratén y se
coloca en medio DMEM vy tras la disgregacion el tejido por

aspiracion con pipetas de vidrio con la boca estrechada, se agita en
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vortex durante un minuto a maxima velocidad, favoreciendo asi la
eliminacion de las neuronas. La suspensién resultante se filtra a
través de una malla de nylon con poro de 90 um previamente
esterilizada con etanol al 70%. Esta filtracion permite eliminar restos
de capilares sanguineos y agregados celulares. Por ultimo se
resuspenden las células en DMEM con 25 mM de glucosa
suplementado con un 20% de suero inactivado, 1% de anfotericina
B, 1% de penicilina, 1% de estreptomicina,1% de glutamina y 1%
(v/v) mas de glucosa 1 M y se siembran 2,5 placas p60 por cada
cria de ratdén. Las placas se incuban en una atmdsfera hiumeda a
37°C con un 5% de CO:z. A los cuatro dias se les cambia el medio.
Siete dias después se sustituye este medio por DMEM
suplementado con 10% de suero inactivado, 1% de anfotericina B,
1% de penicilina, 1% de estreptomicina, 1% de glutamina y dibutiril
cAMP 0,27 mM (Sigma). Este medio se sigue cambiando cada 3-4
dias hasta que se cumplen tres semanas de la obtencién de los
astrocitos, momento en el cual se realizaron los ensayos. La pureza
del cultivo de astrocitos se confirmé por inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos anti-GFAP (marcador de astrocitos; Sigma-
Aldrich), anti-Neurotrofina 3 (marcador neuronal; Chemicon

International) y anti-iba-1 (marcador de microglia; Wako).

En los experimentos que se indica, los astrocitos se transfectaron
con los plasmidos descritos mediante Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Pasadas
48 horas desde la transfeccion, se llevd a cabo el ensayo

correspondiente.
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1.2.4- Tratamientos.

50

Dynasore (Sigma): Inhibidor de dinamina, una proteina que
controla la endocitosis dependiente de clatrina y de
caveolina. Este producto se utilizd en astrocitos corticales
primarios en suspensién a 100 uM durante tiempos de 1, 5,
15, 30 y 60 minutos a 37°C, segun se indique en el ensayo.
A continuacion, las células se centrifugaron en frio y se llevé
a cabo el marcaje de proteinas de superficie para citometria
de flujo tal y como se describe en el apartado 5.1 de Material
y Métodos. Como control se afiadi6 DMSO que es el
disolvente donde se encuentra disuelto el dynasore.
MG132/NH4Cl/leupeptina: Inhibidores de la degradacion
proteica. MG132 es un inhibidor del proteasoma a
concentraciones bajas, NH4CIl inhibe la degradacion
lisosémica alcalinizando el lumen del lisosoma y la
leupeptina inhibe las proteinas lisosomales. Cuatro horas
antes de recoger las células, se cambi6 el medio a las
células Hek293 vy se afiadi6 MG132 a 10 uM (Enzo, Life
Sciences), NH4Cl a 20 mM (Sigma) y leupeptina 100 pM
(Sigma) al medio de cultivo. Transcurridas las cuatro horas,
las muestras se congelaron en nitrogeno liquido y
permanecieron congeladas a -80°C hasta que se
procesaron.

Cicloheximida (Sigma): Inhibidor del ribosoma y por lo tanto
de la sintesis proteica de novo. Tras 18 horas de
transfeccion, las células se trataron con cicloheximida a 300
uM. Tras diferentes tiempos de tratamiento (0, 4, 7, 10, 18 y
24 horas) las placas se congelaron en nitrégeno liquido y

permanecieron congeladas a -80°C hasta su procesado.
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1.3- Bacterias.

En este trabajo se ha utilizado la cepa DH5a de Escherichia coli
(Stratagene) para la amplificacion de los plasmidos usados en las
transfecciones de células de mamifero. Las bacterias se crecian
inicialmente en placas de medio LB (1% peptona, 0,5% extracto de
levadura y 1% NaCl a pH 7,5, agar 1,8%) a 37°C, de donde se
seleccionaba una colonia que se crecia en volimenes de 200 mL de
LB liquido a 37°C en agitacion. El medio estaba suplementado con
el antibiético de seleccién correspondiente al plasmido (100 pg/mL

de ampicilina o kanamicina).
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2.- Vectores de expresion.

Los vectores de expresion utilizados en esta tesis se indican en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Plasmidos de mamifero utilizados.

cDNA VECTOR PROCEDENCIA

GFP-malina pCDNA3.1 | Laboratorio P. Sanz

GFP-malinC46Y pCDNA3.1 | Laboratorio P. Sanz

GFP-malinaP69A pCDNA3.1 | Laboratorio P. Sanz

GFP-malinaD146N | pCDNA3.1 | Laboratorio P. Sanz

GFP-malinaL261P | pCDNA3.1 | Laboratorio P. Sanz

HA-malina pCMV Laboratorio P. Sanz

HA-laforina pCMV Laboratorio P. Sanz

EAAT2 pcDNA Laboratorio P. Dodd (U. of
Queensland)

Laforina antisentido | pSuper Laboratorio P. Sanz

Flag-laforina pCMV Laboratorio P. Sanz

Flag-malina pCMV Laboratorio P.Sanz

6XxHis-ubicuitina pCMV Laboratorio M. Rodriguez (Biogune)

HA-Nedd4.2 pCMV Laboratorio L. Yenush (IBMCP-
CsIC)

HA-GLT-1a pcDNA3 Laboratorio F. Zafra (Centro de Biologia
Molecular “Severo Ochoa™CSIC)

Flag-Nedd4.2 pCMV Laboratorio L. Yenush (IBMCP-
CsIC)

GFP-B-arrestinal PEGFP-N3 | Laboratoio F. Zafra (Centro de Biologia
Molecular “Severo Ochoa™CSIC)
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3.- Anélisis por inmunohistoquimica e

inmunohistofluorescencia.

3.1- Obtencidén de las muestras de tejido animal para

inmunodeteccion.

Ratones machos de 16 dias, 3 meses y 12 meses de edad se
sacrificaron mediante dislocacién cervical. Se extrajo el cerebro y se
separaron los dos hemisferios, de los cuales el izquierdo se congeld
en nitrégeno liquido para estudios de gPCR y obtencion de
extractos proteicos. El hemisferio derecho se destiné al analisis de
inmunohistoquimica, para lo cual se fij6 en paraformaldehido (PFA)
al 4% durante 24 horas a 4°C en agitacion. Tras tres lavados con
tampon fosfato salino (PBS, del inglés phosphate buffer saline), las
muestras se deshidrataron embebiéndolas primero en etanol al 50%
durante 10 minutos en agitacion a temperatura ambiente y
posteriormente en etanol al 70% durante toda una noche a
temperatura ambiente. A continuacion, se procesaron en un centro
de inclusibn EC-350 Myr (Microm) donde se completé Ila
deshidratacion de los tejidos con concentraciones crecientes de
etanol y xileno, tras lo cual se llevé a cabo la inclusion en parafina
(Panreac). Posteriormente, se realizaron cortes seriados de 4um de
los tejidos embebidos en parafina utilizando un microtomo de
rotacion HM-340E (Microm) y se adhirieron a portaobjetos tratados

con poli-L-lisina (BDH).

3.2- Andlisis inmunohistoquimico.

Los portaobjetos con las muestras parafinadas se desparafinaron a
60°C en estufa durante 30 minutos seguido de dos lavados por
inmersion en xilol. Después se pasaron a etanol al 100%. A

continuacién, fueron sumergidas durante 20 minutos en una
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solucion de metanol: H202 (29:1) para bloquear la actividad
peroxidasa enddgena y seguidamente se desenmascararon los
antigenos que podian haberse bloqueado por la fijacién con PFA,
utilizando una solucién de EDTA Tris-HCI 10 mM a pH 9 a 90°C

durante 20 minutos.

Cuando las muestras se atemperaron, se realizé un blogueo de
antigenos inespecificos utilizando una solucién 5% FBS/1% BSA
(albumina de suero bovino) en PBS durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, se procedio a la incubacion
con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 3) durante toda la
noche a 4°C. Los anticuerpos se diluyeron en la misma solucion
empleada en el bloqueo. Tras la incubacién con el anticuerpo
primario, se lavaron las muestras tres veces con PBS (10 minutos
por lavado) y se incubaron a temperatura ambiente durante 45
minutos con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado
con biotina (Tabla 3) diluido en PBS con 1% de BSA. A
continuacién, se lavaron las muestras tres veces en PBS (10
minutos por lavado) y se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente con el complejo avidina-biotina-peroxidasa

(ABC, Vectastain Elite, Vector Laboratories).

Para revelar la reaccion se utilizdé un kit de diaminobenzidina (DAB)
como sustrato cromogénico para la peroxidasa (DAB, Vector
Laboratories), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
reaccién quimica se visualizd con un microscopio Optico para
determinar el tiempo adecuado de revelado y se detuvo con agua.
Para poder contrastar la sefial, se realiz6 una tincion con
hematoxilina (Sigma). Las muestras se deshidataron y se montaron

utilizando DPX (Merck). En cada determinacién se realiz6 un control
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negativo utilizando sélo el anticuerpo secundario correspondiente.
Las imagenes se tomaron con un microscopio Leica DM6000 y se

analizaron utilizando el software ImageJ (NIH).

Tabla 3. Listado de anticuerpos y diluciones utilizados en

inmunohistoquimica.

ANTICUERPO DILUCION | FABRICANTE
Anti-EAAT2 1/1000 Santa Cruz Biotechnology
Anti-EAAT1 1/100 Santa Cruz Biotechnology
Anti-EAAT3 1/750 Millipore

Anti-Nedd4 1/200 Abcam

Anti-ratén biotinilado 1/1000 Jackson ImmunoResearch
Anti-conejo biotinilado | 1/1000 Jackson ImmunoResearch

3.3- Anadlisis por inmunohistofluorescencia.

Para llevar a cabo la deteccion por inmunofluorescencia sobre los
cortes de cerebro, se desparafinaron a 60°C durante 30 minutos,
seguido de dos lavados de 10 minutos en xilol, y se rehidrataron
utilizando alcoholes de graduacion decreciente (100%, 90%, 70% y
50%) durante al menos 10 minutos. A continuacion, se sumergieron
las muestras en una solucién de KBH4 (1 mg/mL diluido en PBS)
durante 40 minutos para disminuir la autofluorescencia del tejido.
Tras un lavado en PBS, se procedié al desenmascaramiento de
antigenos bloqueados por la fijacion con PFA, empleando una
solucién de EDTA Tris-HCI 10 mM a pH 9 a 90°C durante 20
minutos. Cuando las muestras retornaron a la temperatura
ambiente, se lavaron una vez con agua y se procedi6 al bloqueo de

antigenos inespecificos utilizando una solucién de FBS 5%/BSA 1%

55



Material y métodos

en PBS durante al menos 30 minutos a temperatura ambiente. El
anticuerpo primario correspondiente a cada experimento se diluyd
en la solucion de bloqueo (Tabla 4) y la muestra se dej6 incubando
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron las muestras tres
veces con PBS durante 10 minutos y se incubaron con los
anticuerpos secundarios diluidos en BSA al 1% (Tabla 4). Tras tres
lavados méas en PBS, las muestras se incubaron en DAPI diluido
1/10000 en PBS durante 10 minutos. Finalmente, las muestras se
lavaron en PBS y se montaron usando el medio para cubreobjetos
Aqua-Poly/Mount coverslip medium (Polysciences, Inc. Eppelheim).
Las imagenes se adqurieron con un microscopio confocal Leica TCS

SP8 (Leica) y se procesaron con el software ImageJ (NIH).

Tabla 4. Listado de anticuerpos y diluciones utilizados en

inmunohistofluorescencia.

ANTICUERPO DILUCION FABRICANTE
Anti-GFAP 1/200 Abcam
Anti-glutamina sintetasa (GS) | 1/200 Abcam
Anti-EAAT2 1/200 Santa Cruz Biotec
Anti-NeuN 1/200 Millipore
Anti-conejo Alexa Fluor 488 1/400 Invitrogen
Anti-raton Texas Red 1/400 Invitrogen
Anti-raton Alexa Fluor 594 1/400 Invitrogen

4.- Captacion de glutamato.

Cultivos primarios de astrocitos de ratones control, Epm2a-/- y
Epm2b-/- se sembraron 48 horas antes del ensayo con una

densidad de 2x10° celulas/pocillo en placas de 48 pocillos y se
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dejaron crecer en medio DMEM suplementado con un 10% de suero
inactivado, 1% de anfotericina B, 1% de penicilina, 1% de
estreptomicina y 1% de glutamina en una atmosfera humeda a 37°C
con un 5% de COaz. Las células se lavaron dos veces con PBS a
37°C y se incubaron con L-glutamato [2 pCi/mL L-[*H]-glutamato
(PerkinElmer)] en PBS a 37°C durante 10 minutos. Las
incubaciones se realizaron por triplicado. Como control negativo, se
realiz6 una determinacién en paralelo con PBS sin sodio (el NaCl
fue sustituido isosméticamente por cloruro de colina), ya que los
transportadores de glutamato necesitan sodio para poder
cotransportar glutamato. El ensayo se pardé por aspiracion del
tampon seguida de dos lavados con PBS frio o con PBS sin sodio
frio, segun el caso. Las células se lisaron con una solucién 0,2 M de
NaOH y se midié la radioactividad acumulada con un medidor de
liqguido de centelleo (PerkinElmer Liquid Scintillation Analyzer Tri-
Carb 2800TR). La captacién de glutamato se expresé como el
incremento de cambio en la incorporacién de radioactividad en las

células tratadas con PBS respecto a las tratadas con PBS sin sodio.

5.- Determinacion de EAAT2/GLT-1 en la superficie

celular.

En esta tesis se han utilizado dos metodologias para determinar la
cantidad de EAAT2/GLT-1 localizado en la superficie celular. Una de
ellas, la citometria de flujo, es un método cuantitativo que permite
determinar la cantidad de transportador de cada célula
individualmente mediante fluorescencia. Utilizamos también un
método cualitativo basado en microscopia de fluorescencia confocal

que permite visualizar grandes cambios en los niveles de
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fluorescencia y sirve como control de la integridad de las

membranas.

5.1- Citometria de flujo.

Astrocitos corticales primarios de ratdén, células humanas de
neuroblastoma SH-SY5Y vy/o células humanas Hek293 se
sembraron en placas p60 y se cultivaron seguin se describe en el
apartado 1 de Material y métodos. En los experimentos que se
indica, las células se transfectaron y 24 horas después de la
transfeccidon se tripsinizaron durante 4 minutos, tras lo cual las
células se resuspendieron en el medio de cultivo donde
normalmente se crece cada tipo celular para parar la accién de la
tripsina. Las células que no se transfectaron fueron asimismo
tripsinizadas del mismo modo. Tras una centrifugacién de 5 minutos
a 4°C a 1200 rpm, las células se lavaron dos veces con PBS frio y
se incubaron con anticuerpo anti-EAAT2 (Santa Cruz Biotechnology)
diluido en PBS con BSA al 1% a 4°C durante 30 minutos. A
continuacion, las células se lavaron dos veces con PBS frio y se
incubaron con anticuerpo secundario anti-ratbn conjugado a
ficoeritrina (Santa Cruz Biotechnology) diluido en PBS con BSA al
1% durante 30 minutos a 4°C. Pasado este tiempo, las células se
volvieron a lavar con PBS frio y se fijaron con PFA al 4% en PBS
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Como controles se
utilizaron células que no se incubaron ni con anticuerpo primario ni
con anticuerpo secundario para determinar la autofluorescencia de
las células y tratarla como fondo, asi como células que habian sido
marcadas Unicamente con anticuerpo secundario. La fluorescencia
estimada proporcional a la cantidad de EAAT2/GLT-1 en la
superficie celular se midi6 utilizando el citémetro de flujo BD

FACSCanto (BD Biosciences) y se analizo, bien con el software que
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proporciona la casa comercial BD Biosciences, bien con el software

FlowJo, segln se indique en cada experimento.

5.2- Andlisis por inmunofluorescencia confocal.

Astrocitos corticales primarios de raton se crecieron sobre
cubreobjetos en placas de 12 pocillos. Estas células se lavaron dos
veces con PBS frio y se incubaron con anticuerpo anti-EAAT2 en
PBS con BSA al 1% durante 30 minutos a 4°C. A continuacion, las
células se lavaron con PBS frio dos veces y se incubaron con
anticuerpo anti-ratén conjugado a TexasRed en BSA al 1% durante
30 minutos. Tras un par de lavados con PBS frio, las células se
incubaron a 4°C durante 20 minutos con aglutinina de germen de
trigo (WGA, Wheat Germ Agglutinin) conjugado a Alexa Fluor 488
(Invitrogen) para comprobar la integridad de la membrana. Esta
molécula es una lectina capaz de unirse a proteinas glicosiladas por
lo que, si la membrana se ha mantenido integra, se unira a la
membrana y resultard& marcada fluorescentemente. Si, por el
contrario, la membrana no se ha conservado integra, WGA se unira
ademas a proteinas localizadas en el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi, dando lugar a un patrén de fluorescencia muy
diferente y cercano al nicleo. Tras la incubacion con WGA, las
células se lavaron con PBS frio, se fijaron con PFA al 4% en PBS
durante 20 minutos a temperatura ambiente, se lavaron tres veces
con PBS y se montaron en portaobjetos utilizando Aqua-Poly/Mount
coverslip medium. Las imagenes se adquirieron con un microscopio
confocal Leica TCS SP8 y se procesaron con el software ImageJ
(NIH).
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6.- Andlisis de proteinas por western blot.

Para llevar a cabo los andlisis por western blot de los extractos
celulares de astrocitos corticales primarios, células SH-SY5Y y
células Hek293, éstas se lisaron en 200 uL de tampo6n RIPA (20 mM
Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Nonidet-40; 1 mM
NasVOs, 1 mM de fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) y un cdctel de
inhibidores de proteasas (Roche)) utilizando rascadores para
levantar las células de las placas. Los extractos se homogeneizaron
utilizando una jeringuilla de 25G x 5/8” y se centrifugaron a 10.000 g
durante 15 minutos en frio. Se recogieron los sobrenadantes y la
concentracion de proteina se cuantificé por el método Bradford (Dc
Protein Assay, Bio-Rad). Se tomaron 30 pug de proteina y se
analizaron por SDS-PAGE usando geles de poliacrilamida del
porcentaje adecuado (8-10%) con un grosor de 1,5 mm. Antes de
cargar las muestras, se les afiadié tampdn de carga SB 2x (sample
buffer) (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 20% de glicerol, 4% de SDS, 0,04
mg/mL de azul de bromofenol y 31 mg/mL de ditiotreitol (DTT)) y se
hirvieron durante 5 minutos a 100°C. La electroforesis se llevo a
cabo a 120 V en un sistema mini-protean Electrophoresis System
(Bio-Rad), en tampon compuesto por 0,2 M de glicina, 25 mM de
Tris y 0,1% (p/v) de SDS.

La transferencia a una membrana de nitrocelulosa se llevé a cabo
durante 90 minutos a 200 mA en un tampén compuesto por 0,1 M
de glicina, 12,5 mM de Tris y 20% (v/v) de metanol. A continuacion,
la membrana se bloque6 con leche desnatada en polvo al 2% (p/v)
en T-TBS (20 mM de Tris-HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl y 0,1% (v/v)
de Tween-20) durante al menos 45 minutos a temperatura ambiente
en agitacion. Después, la membrana se incubd durante toda la

noche con el anticuerpo primario especifico a 4°C en agitacion
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(Tabla 5). Tras tres lavados con T-TBS de 10 minutos en agitacion,
las membranas se incubaron durante 45 minutos a temperatura
ambiente en agitacion con el anticuerpo secundario correspondiente
conjugado a moléculas fluorescentes. El exceso de anticuerpo
secundario se elimind mediante tres lavados con T-TBS y se
obtuvieron las imagenes con el sistema de adquisicion de imagenes
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences). Estos
resultados se analizaron utilizando el software Image Studio Lite

version 3.1 (LI-COR Bioscience).

En los casos que se indican, se utilizaron anticuerpos secundarios
conjugados a HRP (horseradish peroxidase), llevando a cabo la
inmunodeteccion con el sistema de quimioluminiscencia
FUJILAS4000 (Fuijifilm) y usando como agente revelador ECL-Plus

(Amersham Biosciencies, GE Healthcare).
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Tabla 5. Anticuerpos empleados en el andlisis por western blot.

ANTICUERPO DILUCION FABRICANTE
Anti-EAAT?2 1/1000 Santa Cruz
Anti-actina 1/3000 Sigma

Anti-HA 1/5000 HA

Anti-FLAG 1/1000 Sigma
Anti-Nedd4.2 1/10000 Millipore
Anti-Nedd4 1/5000 Abcam

Anti-GFP 1/5000 ImmunoKontact
Anti-raton IRDye680LT 1/5000 LI-COR Bioscience
Anti-conejo IRDye800CW 1/5000 LI-COR Bioscience
Anti-raton HRP 1/5000 Santa Cruz
Anti-conejo HRP 1/5000 Santa Cruz

7.- Ensayo de coinmunoprecipitacion.

Para estudiar la interaccién entre Nedd4-2 y el complejo laforina-
malina, llevamos a cabo una coinmunoprecipitacién (ColP) en
células Hek293. Estas células se sembraron en placas pl100 y 24
horas después se transfectaron con Lipofectamina con los
plasmidos pCMV-HA-Nedd4.2, pCMV-HA-malina y pCMV-Flag-
laforina. Después de 24 horas se lisaron en 400 uL de tampén de
lisis para ColP (25 mM Tris-HCI a pH8, 5 mM NaF, 5 mM NasP207,
100 mM KCI, 0,5% de Triton X100 (v/v), 1 mM de PMSF, 1 mM de
NasVOa e inhibidores de proteasas (Roche)) con una jeringuilla de
25Gx5/8” y se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm en frio.

Del sobrenadante se separdé una fraccibn que se analiz6 para
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comprobar si la sobreexpresion habia funcionado correctamente. Se
tomo 1 mg de proteina del sobrenadante restante que se incubé con
resina proteina A IPA 3000 (Repligene) inmovilizada para eliminar
uniones especificas, dejandose en agitacion durante 30 minutos a
4°C. A continuacién, se inmunoprecipitdé laforina incubando el
extracto celular con 2uL de anticuerpo anti-FLAG (Sigma) durante 2
horas a 4°C y afadiendo posteriormente resina de agarosa con
proteina A/G inmovilizada (Protein A/G PLUS Agarose
Immunoprecipitation Reagent, Santa Cruz Biotec), que se incubd
durante 2 horas a 4°C. La resina con el inmunoprecipitado se
recuper6é mediante centrifugacién en frio a 800 rpm y se lavo 4
veces con PBS para eliminar uniones inespecificas. Se afadieron
60 uL de SB 2x a las muestras y se hirvieron a 100°C durante 5
minutos. El eluido se analiz6 por western blot revelando con
anticuerpo anti-flag para comprobar la precipitacion de la laforina y
con anticuerpo anti-HA para determinar si malina y/o Nedd4-2

inmunoprecipitaron con ésta.

8. Analisis de ubicuitinacién en células de

mamifero.

Para los ensayos de ubicuitinacion se utilizaron células Hek293 que
se transfectaron con plasmidos que expresaban las E3-ubicuitina
ligasas correspondientes para cada experimento, el sustrato que
debia ser ubicuitinado y un plasmido que expresa ubicuitina con una
cola de histidinas (6xHisUb), usando como reactivo de transfeccion
Xtreme GENE HP (Roche). La cola de histidinas de ubicuitina
permite su separacion por cromatografia de afinidad con resina de
cobalto (TALON, Clontech) (Figura 7). Tras 18 horas de

transfeccion, las células se lisaron en un tampén A desnaturalizante
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para evitar la accién de las deubicuitinasas enddgenas (tampén A:
6M cloruro de guanidinio, 0,1 M NasPOa, 0,1M Tris-HCI pH8). En los
casos que se indican, al tampon se le afadié un 1% de Nonidet-40
(v/v). El lisado fue retirado de las placas con un rascador y
homogeneizado usando una jeringuilla de 25Gx5/8” de 1 mL. Los
extractos fueron clarificados por centrifugacion a 12.000 x g durante
15 minutos y la fraccidn soluble se recogié y cuantificd usando el
método Bradford Protein Assay (Bio-Rad). 1500 pg de proteina total
se incubaron con 100 pL de resina de cobalto (TALON, Clontech)
durante tres horas en rotacién a temperatura ambiente. El primer
lavado se realiz6 con 1 mL de tampo6n B (6 M cloruro de guanidinio,
0,1 M NasPOg4 pH 8, 0,1 M Tris-HCI pH 8 y 10 mM imidazol), al que
siguieron cuatro lavados con 1 mL de tampdn C (8M Urea, 0,1M
NasPOs pH 8, 0,1 M Tris-HCI pH8 y 10 mM de imidazol). La elucién
de las proteinas unidas a la resina se realiz6 mediante la adicién de
50 pL de tampdén de carga SB 2x y la ebullicion de la muestra
durante 5 minutos. El analisis de las proteinas retenidas se realizd
por western blot usando los anticuerpos adecuados segun se

describe en la Tabla 5.

Complejo
ubicuitin-
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proteina —
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Figura 7. Esquema de la cromatografia de afinidad por metal empleada para
detectar ubicuitinacion en células de mamifero. U: ubicuitina, His: histidina, Co:
cobalto.
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9.- Cuantificacion del mRNA mediante qPCR.
9.1- Extraccion de RNA.

Hipocampos de raton que habian sido congelados en nitrégeno
liquido y almacenados a -80°C, se lisaron en 400 uL de TriPure
Isolation Reagent (Sigma) sobre hielo, realizando movimientos de
arriba-abajo con la micropipeta y con jeringuillas de 25Gx5/8” de 1
mL. Las muestras se dejaron incubando 10 minutos a temperatura
ambiente para asegurar la completa disociacién de los complejos
nucleoproteicos. A continuacioén, se afadieron 80 pL de cloroformo
en cada muestra y se agitdé enérgicamente durante 15 segundos.
Las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente para
favorecer la separacion de las fases. Posteriormente se llevo a cabo
una centrifugacién a 12000 x g de 15 minutos a 4°C que permitié la
separacion de la muestra en tres fases: una fase superior incolora
gue contenia el RNA, una fase intermedia blanca que contenia el
DNA y una fase inferior roja que contenia las proteinas. Se tomaron
150 pL de la fase superior incolora con cuidado de no arrastrar nada
de las fases inferiores y se trasvasaron a un nuevo tubo. Se
afiadieron 187 uL de isopropanol, se agité6 enérgicamente y se
incubé durante 10 minutos para favorecer la formacion de
precipitados de RNA. Posteriormente se llevdé a cabo una
centrifugacion de 30 minutos a 16000 x g en frio y se conservo el
pellet con el RNA. Este pellet se lavd con 250 uL de etanol al 70%
(v/v) agitando enérgicamente y de nuevo las muestras se
centrifugaron 5 minutos a 16000 x g en frio. Tras eliminar por
completo el etanol dejando secar la muestra, el pellet se
resuspendié en 50 uL de agua-DEPC (agua tratada con un 1% de

dietil pirocarbonato) y se incubd un minimo de 10 minutos y un
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maximo de 15 minutos a 55°C. Por Ultimo, se cuantificd la cantidad
total de RNA utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop2000 y se
valor6 su pureza considerando el ratio Azeo/A2s0, que debia
encontrarse entre 1,6 y 2,0 para ser considerado como adecuado

para el ensayo.

Para extraer el RNA de los astrocitos corticales de ratones, se llevo
a cabo un protocolo similar. Placas p60 de astrocitos se congelaron
en nitrégeno liquido y se lisaron con 800 uL de TriPure Isolation
Reagent (Sigma) sobre hielo utilizando rascadores. El resto del
protocolo se desarrollé igual que en el caso de las muestras de
hipocampo, ajustando los volimenes al doble de lo anteriormente

descrito.

9.2- Transcripcion reversa.

Una vez obtenido el RNA, se llevd a cabo la sintesis de cDNA a
partir de éste. Para ello se emple6 el kit Expand Reverse

Transcriptase (Roche).

A 1 pug del RNA obtenido se le afadieron 50 picomoles de
hexdmeros y se afiadié agua hasta un volumen total de 9,5 pL. Esta
mezcla se incubé 10 minutos a 65°C, tras lo cual se colocé en hielo.
A continuacién se le afiadi6 el resto de componentes de la reaccién
[Expand Reverse Transcriptase Buffer 5x a una concentracion 1x,
DTT 100 mM, dNTPs 1 mM, Inhibidor de RNasa (Roche) 10U/uL,
Expand Reverse Transcriptase 50 U/uL], se incub6 a 30°C durante
10 minutos y posteriormente a 42°C durante 45 minutos. Por altimo,
las muestras se dejaron en hielo y se afiadié 80 uL de agua para

diluir la muestra.
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9.3- PCR cuantitativa (qPCR).

Con el fin de estimar la cantidad de cDNA de un gen particular
respecto a un gen de referencia en una muestra, se utilizo la técnica
de la PCR cuantitativa, abreviada gPCR del inglés quantitative PCR.
Esta técnica también se conoce con el nombre de PCR en tiempo
real o real-time PCR, abreviado RT-PCR. En este trabajo se ha
optado por la utilizacion de la forma qPCR ya que RT-PCR puede

confundirse con la técnica de la retrotranscripcién+PCR (RT-PCR).

En nuestros ensayos hemos utilizado las sondas Universal
Probes (Roche) combinadas con los cebadores adecuados que nos
indicaba el software de Roche ProbeFinder (Tabla 6). El kit de
amplificacion empleado fue el TagMan Fast Universal Master Mix
(Applied Biosystems). La mezcla de reaccion y el programa
empleado para la amplificacion vienen determinados por el
fabricante (Applied Biosystems). Siguiendo las recomendaciones de
éste, se afiadio 10 uM de cada cebador, 0,1 uL de sonda, 5 uL de
DNA y el TagMan Fast Universal Master Mix a 1x a cada pocillo.
Para la amplificacion se utiliz6 el termociclador 7500 Real-Time
PCR System de Applied Biosystems, con el software 7500 Software
v2.0.4. El método de cuantificacion que hemos utilizado es el
denominado AACT, que viene descrito en la guia de célculo
proporcionada por el fabricante. En estos ensayos se han utilizado
como genes endoégenos de referencia bien el que codifica la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Gapdh), o bien el que
codifica la hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Hprt), segun

se indique en cada experimento.
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Tabla 6. Relacién de genes analizados por RT-PCR.

cDNA Cebador (+) Cebador (-) Sonda
GLT-la | GATGCCTTCCTGGATCTCATT %ﬁAACTTTCTTTGTCACTGTC 103
GLT-1b | TTCTACAGCTGAGAGAATGGTCA | TTCGGTGCTTTGGCTCAT 83
GLAST | AGAAGGTAAAATCGTGCAGGTC | ACCAGATTGGGAGGGAACT 84
EAACL | TTTTCCTGGGGAAATTCTGA ATCCAGTGCAGCGACACC 89
GAPDH | AGCTTGTCATCAACGGGAAG TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG 9
HPRT | TCCTCCTCAGACCGACTTTT CCTGGTTCATCATCGCTAATC 95

10.- Microdidlisis in vivo y determinacion de la

concentracion de glutamato.

Para poder determinar in vivo la concentraciéon de glutamato
extracelular en el hipocampo, se utilizé la técnica de la microdidlisis
(Figura 8). Estos ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio del
Dr. Francesc Artigas en el Instituto de Investigaciones Biomédicas

de Barcelona-CSIC. Estos experimentos se realizaron con ratones

macho Epm2b+/+ y Epm2b-/- de 9 meses de edad.
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En primer lugar, se fabricaron sondas de microdialisis concéntricas
con una membrana de 2 mm de longitud. Después de anestesiar a
los ratones con pentobarbital sédico (120 mg/kg intraperitoneal), los
ratones se colocaron en un sistema estereotaxico para ratén (David
Kopf Instruments) y las sondas de dialisis se implantaron en el
hipocampo. Estas se aseguraron al craneo con tornillos de anclaje y
cemento dental. Las coordenadas estereotaxicas desde el Bregma y
la superficie del crdneo fueron: anteroposterior (AP) -3 mm, lateral
(L) -3 mm, dorsoventral (DV) -4,5 mm; segun Paxinos y Franklin
(Franklin y Paxinos, 2012).

e

Perfusién con LCR artificial
(flujo 1,64 pL/min)

Muestra dializada con
glutamato (Glu)

En la punta de la
sonda: una membrana

Sonda de microdialisis de2 mm

concéntrica

1

lots
s,

Figura 8. Representacion de la microdialisis. La bomba perfunde liquido
cefalorraquideo (LCR) hacia la sonda colocada intracranealmente. La sonda
tiene en la punta una membrana de 2 mm que permite la difusién de los
neurotransmisores hacia el tubo de recepcion de la muestra dializada.
Adaptada de Gardier (Gardier, 2013).

El primer ensayo de microdidlisis se llevé a cabo 20-24 horas
después de la cirugia, manteniendo a los ratones con libertad de
movimiento mientras se les administraba de forma constante a

través de las sondas fluido con una composicién similar al liquido
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cefalorraquideo (LCR), que contenia 125 mM de NaCl y 2,5 mM de
KCI. El liquido cefalorraquideo artificial se perfundia a 1,6 uL/minuto
con una bomba para jeringa Harvard model 22 (Harvard Apparatus)
conectada a una conexion giratoria (Instech). Tras 2,5 horas con un
flujo de 1.6 uL/minuto, se tomaron cuatro muestras de LCR cada 10
minutos para establecer los niveles basales de glutamato antes del
tratamiento farmacolégico. A continuacién, a los ratones se les
administré dihidrokainato (DHK) en el hipocampo de forma local a
través de la sonda. El dihidrokainato es un inhibidor especifico del
transportador de glutamato GLT-1. Se administr6 DHK a 0,1 mM,
0,3 mM, 1 mMy 3 mM y se tomaron cuatro muestras de dializado

cada 10 minutos para cada una de las concentraciones.

Al dia siguiente, se procedi®6 al segundo experimento de
microdialisis con los mismos ratones. Durante 2,5 horas se descarto
la muestra dializada y a continuacion se tomaron 6 muestras de
LCR cada 10 minutos para establecer los niveles basales de
glutamato antes del tratamiento farmacolégico. A continuacién, se
administraron de forma intraperitoneal distintas dosis de
pentilentetrazol (PTZ). Este farmaco es un epileptogénico que inhibe
el receptor del neurotransmisor inhibitorio GABA, al cual ya se ha
demostrado previamente que son sensibles los ratones modelo de
la enfermedad Epm2b-/- (Garcia-Cabrero et al., 2014). Se
administraron dos dosis (10 mg/kg y 30 mg/kg) y se tomaron 6
muestras de dializado para cada dosis. Cuando se completaron los
experimentos, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y
los cerebros se extrajeron rapidamente y se congelaron en hielo
seco para el subsiguiente andlisis histolégico que permitia

determinar la localizacién de la sonda.
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La concentracion de glutamato en las muestras dializadas se
determin6 utilizando un sistema de HPLC que consistia en un
Waters 717plus autosampler, una bomba cuaternaria de gradiente
Waters 600 y una columna Nucleosil 5u ODS (10 cm x 0,4 cm,
Tekno-kroma). Las muestras dializadas fueron derivatizadas en una
precolumna con reactivo OPA y todo el proceso fue llevado a cabo
por el autosampler. Brevemente, se afiadieron 90 pL de agua
destilada a los 10 uL de muestra dializada tras lo que se afiadieron
15 uL de reactivo OPA. Tras 2,5 minutos de reaccion, 80 uL de la
mezcla se inyectaron en la columna. La deteccidn se llevd a cabo
con un detector de fluorescencia Waters 470 utilizando longitudes
de onda de excitacion y emision de 360 nm y 450 nm
respectivamente. La fase movil se bombedé a 0,8 plL/minuto y
contaba con dos componentes (Calcagno et al., 2006): solucion A,
compuesta de 0,05 M de Na:HPO4, 28% de metanol, con un pH
ajustado a 6,4 con un 85% de HsPOa4; y solucion B, compuesta por
metanol/H20 (ratio 8:2). Tras la elucion del pico de glutamato en 3
minutos con un 100% de solucion A, se establecié un gradiente
desde el 100% de solucién A hasta un 100% de soluciéon B en dos
minutos. Tras lavar los picos de elucién tardios (3 minutos), la fase
moévil volvié a las condiciones iniciales (100% de solucion A) en dos
minutos. El limite de deteccion del glutamato fue de 0,2 pmol (ratio
de sefial-ruido de 3). La cuantificaciéon del glutamato se llevo a cabo
por comparacién con una curva estandar diaria que comprendia las
concentraciones de neurotransmisores que se esperaban en las

muestras dializadas.
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11.- Andlisis estadistico.

Los valores se han expresado como la media mas la desviacion
estandar de al menos tres experimentos independientes. Para
estimar la significatividad estadistica cuando se comparaban
muestras con dos grupos, se utilizo el t-test de Student de dos colas
asumiendo homocedasticidad. El calculo se realiz6 utilizando el

software Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft).

Cuando se comparaban muestras que tenian un solo factor pero
habia mas de dos grupos, se analizé la normalidad de los datos con
el test de Komogorv-Smirnov, se valoré la homocedasticidad con la
prueba de Levéne y se procedié a utilizar un test ANOVA de un
factor, utilizando un contraste de medias previamente planificadas
para analizar los grupos respecto al control. Cuando se encontro
efecto significativo, se utilizé el analisis post hoc de Bonferroni. Para
llevar a cabo estas pruebas se emple6 el paquete estadistico SPSS
17.0.

Para analizar los ensayos de microdidlisis se utiliz6 una ANOVA de
medidas repetidas de dos factores fijos (tiempo y tratamiento).
Cuando se encontraron efectos, se utilizd el analisis post hoc de
Duncan o Holm-Sidak seglin se especifique en el experimento.
Estos andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad

Prism 5.

En todos los casos, el umbral de significatividad se establecio en un
p-valor por debajo de 0,05 (* p-valor<0,05, ** p-valor<0,01, ***
p-valor<0,001).
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1. La homeostasis del transportador de glutamato esta
afectada en astrocitos primarios de ratones Epm2a-/-y
Epm2b-/-.

1.1- Losratones Epm2a-/- y Epm2b-/- de 12 meses

presentan reactividad astrocitaria.

Dado que la reactividad astrocitaria es un fendmeno descrito tanto
en diferentes enfermedades neurodegenerativas como en epilepsia
y puede afectar a la capacidad de los astrocitos para regular los
niveles sinapticos de glutamato, se propuso valorar si este proceso
proinflamatorio tenia lugar en los ratones modelo para la

enfermedad de Lafora.

Para ello, se llevaron a cabo inmunodetecciones en cortes de
cerebro de ratones control, Epm2a-/- y Epm2b-/- de avanzada edad
(12 meses) con anticuerpos anti-GFAP (rojo) y anti-glutamina
sintetasa (verde) (Figura 9). Se observé un incremento de la
expresion de GFAP en el hipocampo de los ratones Epm2a-/- y
Epm2b-/- respecto a los controles, encontrdndose una mayor marca
en los ratones Epm2b-/-. Este resultado indica una astrocitosis
reactiva presente en estos ratones y sugiere que este proceso
podria asimismo darse en la enfermedad de Lafora. Sin embargo,
no se vio un incremento en el nimero de células positivas para
glutamina sintetasa, marcador general de astrocitos, lo que sugiere
gue en nuestro modelo no existe una proliferacion anormal de

astrocitos asociada a la reactividad de estas células.
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control Epm2a-/- Epm2b-/-

Glutamina
sintetasa

GFAP

Superposicion

Figura 9. La expresion de GFAP esta incrementada en ratones Epm2a-/- y
Epm2b-/-, indicando una reactividad astrocitaria. Regiones del hipocampo de
ratones de 12 meses control, Epm2a-/- y Epm2b-/- se analizaron por
inmunohistofluorescencia usando anticuerpos anti-glutamina sintetasa ( ,
paneles superiores) y anti-GFAP (rojo, paneles centrales) utilizando
anticuerpos secundarios anti-conejo conjugado a Alexa Fluor 488 y anti-ratén
conjugado a Texas Red respectivamente. Los nlcleos se marcaron con DAPI y
aparecen en . La imagen superpuesta de ambos marcajes se muesta en
los paneles inferiores. Se eligié una imagen representativa de cada uno de los

diferentes genotipos estudiados. Barra: 50 um.
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1.2- Los astrocitos primarios obtenidos de ratones
Epm2a-/- y Epm2b-/- tienen afectada la captacion de
glutamato.

Como la activacion reactiva de astrocitos se ha asociado con una
desregulacion de diferentes procesos llevados a cabo por estas
células (Pekny y Pekna, 2014), incluyendo la captacion de
glutamato, quisimos comprobar si en astrocitos primarios
procedentes del cortex de ratones Epm2a-/- y Epm2b-/- la
capacidad para captar glutamato estaba afectada. Para ello
afiadimos glutamato radioactivo al medio de reaccién de los
astrocitos primarios dejandolo durante diez minutos, lavamos,
lisamos las células y valoramos el glutamato radioactivo que habian
sido capaces de internalizar los astrocitos. La Figura 10 muestra
que los astrocitos primarios procedentes de ratones Epm2a-/- y
Epm2b-/- captan respectivamente entre un 50% y un 40% menos

glutamato.

12 4

1

HH

0.8

0.6 R

Captacion de glutamato
(variacionrespectoa control)

control I Epm2a-/- ‘ Epm2b-/-

Figura 10. La captacion de glutamato esta disminuida en astrocitos primarios
corticales Epm2a-/- y Epm2b-/- respecto al control. Los resultados se expresan
como el ratio entre la captaciéon de glutamato en un tampén que contiene Na*y
la captacion de glutamato en un tampon osmoéticamente equivalente pero
carente de Na*. El cotransporte de este ion es esencial para el funcionamiento
de los principales transportadores de glutamato en el astrocito, por lo que en
ausencia de Na* los transportadores son incapaces de captar glutamato. Los
datos estan normalizados tomando como referencia la captacion de los
astrocitos control. Los valores representan la media aritmética de 5
experimentos diferentes y las barras la desviacion estandar correspondiente
(***p-valor<0,001 usando un test ANOVA).
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1.3- Los niveles del transportador de glutamato GLT-1
estan disminuidos en la membrana de astrocitos

primarios Epm2a-/- y Epm2b-/-.

En astrocitos existen dos tipos de transportadores de glutamato,
GLT-1 y GLAST. De ellos, GLT-1 es el principal ya que es el
responsable de la captacion del 90% del glutamato extracelular (Kim
et al., 2011; Lin et al.,, 2012). Por ello, fue el primer candidato a

analizar en astrocitos de ratones Epm2a-/- y Epm2b-/-.

En primer lugar, se analizaron los niveles de GLT-1 en extractos
proteicos de astrocitos control, Epm2a-/- y Epm2b-/- mediante
western blot y no se encontraron diferencias de expresion entre los
diferentes genotipos (Figura 11a). Se analizaron también los niveles
de mRNA de la isoforma principal de GLT-1 (GLT-1a) mediante
gPCR y tampoco se observaron diferencias significativas entre los
astrocitos control y los astrocitos Epm2a-/- o Epm2b-/- (Figura 11b).
Intentamos analizar del mismo modo los niveles de mRNA de la
isoforma b de GLT-1. Sin embargo, la expresiéon de esta GLT1-b en

astrocitos estaba por debajo del limite de deteccion de la técnica.
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Figura 11. Los niveles totales de GLT-1 en astrocitos primarios corticales no
varian entre los control, Epm2a-/- o Epm2b-/-. a) Western blot de extractos
proteicos totales (30 pg) de astrocitos primarios controles, Epm2a-/- y Epm2b-/-.
Se utilizé el anticuerpo anti-EAAT2 (panel superior) y el anticuerpo anti-actina
(panel inferior) para normalizar la cantidad de proteina. b) Niveles de expresién
de mRNA del gen Sicla2 que codifica para GLT-1a respecto a Gapdh a partir
de astrocitos primarios controles, Epm2a-/- y Epm2b-/-. Los datos expresan la
media y la desviacion estandar de tres experimentos independientes. No se
encontraron diferencias en los niveles de expresion de GLT-1 de proteina o
mMRNA.

A pesar de no encontrar diferencias en los niveles totales de GLT-1
entre los astrocitos de diferente genotipo, este transportador seguia
siendo el principal candidato a estar afectado, ya que se habia
observado una disminuciéon muy significativa en la capacidad para
transportar glutamato en astrocitos Epm2a-/- y Epm2b-/-, y éste es
el recaptador de glutamato mas relevante en el cerebro. Para que
GLT-1 pueda llevar a cabo su funcién correctamente necesita estar
localizado en la membrana plasmatica, por lo que quisimos
comprobar si los niveles de GLT-1 localizado en la superficie celular
eran iguales en todos los genotipos. Por ello, llevamos a cabo un

inmunomarcaje fluorescente en astrocitos primarios control,
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Epm2a-/- y Epm2b-/- sin permeabilizar la células, de manera que
s6lo se marc6 el GLT-1 de la superficie celular. Los astrocitos se
analizaron mediante citometria de flujo, siendo los niveles de
fluorescencia de cada célula proporcionales a la cantidad de GLT-1
en superficie. Se observd que los astrocitos primarios Epm2a-/- y
Epm2b-/- tenian respectivamente un 80% y un 70% menos de
GLT-1 localizado en la superficie celular comparado con los
astrocitos control (Figura 12a). Ademas, se comprobo
cualitativamente por microscopia confocal que el método de marcaje
en la superficie funcionaba: se realizé el mismo inmunomarcaje de
GLT-1 en superficie y se afadio la lectina WGA (wheat germ
agglutinin) marcada con un fluoréforo (Alexa Fluor 488). Esta lectina
se une a proteinas glicosiladas, por lo que si la integridad de la
membrana se mantiene se localizard en la membrana plasmatica
exclusivamente, pero si existen poros que permiten su entrada, se
unird también a organulos intracelulares, especialmente al aparato
de Golgi. Como se aprecia en la Figura 12b, solo se observa
marcaje de WGA en la superficie celular, indicando que la integridad
de las membranas plasméticas se ha mantenido. Esto también nos
permiti6 comprobar que se observa una disminucion del marcaje de
GLT-1 en astrocitos Epm2a-/- y Epm2b-/-, por lo que la microscopia
confocal corrobora la validez del método de marcaje y es coherente

con los resultados de fluorescencia obtenidos por citometria.
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Figura 12. GLT-1 se encuentra disminuido en la membrana plasmatica en
astrocitos primarios Epm2a-/- y Epm2b-/-. a) Analisis de los niveles de GLT-1
en la membrana por citometria de flujo. La fluorescencia es proporcional a la
cantidad de GLT-1 marcado en condiciones nativas con anticuerpo anti-EAAT2
y un anticuerpo secundario anti-ratébn conjugado a ficoeritrina (PE). Los
histogramas representan los niveles de fluorescencia (PE-H) respecto al
namero de células (count); la linea vertical separa la fluorescencia dependiente
de PE de sefales inespecificas (el umbral se determiné utilizando astrocitos
marcados Unicamente con anticuerpo secundario y sin primario). Los resultados
se obtuvieron utilizando el software proporcionado por BD Biosciences. A la
derecha se representa graficamente la fluorescencia media obtenida en tres
experimentos independientes y las barras indican la desviacion estandar (***p-
valor<0,001 utilizando la prueba ANOVA). b) Muestras similares de astrocitos
se analizaron por microscopia confocal marcando GLT-1 con anticuerpo
primario anti-EAAT2 y anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a Texas Red
(primera columna). Ademas, se utiliz6 WGA marcado con fluoréforo Alexa Fluor
488 (segunda columna) como indicador de la integridad de la membrana
plasmatica. En la tercera columna aparece la superposicion de ambas
imagenes.

1.4- Lareintroduccion de malina en astrocitos Epm2b-/-

recupera los niveles de GLT-1 en la superficie.

Dado que no se habian encontrado diferencias significativas entre
los resultados de los astrocitos de ratones Epm2a-/- y los astrocitos
de ratones Epm2b-/-, decidimos utilizar ratones de un Unico
genotipo, el Epm2b-/-, en los siguientes ensayos. El siguiente paso
que dimos fue comprobar si la reintroduccién de malina, mediante
su sobreexpresion en un plasmido que expresaba el gen EPM2B
humano, recuperaba los niveles normales de GLT-1 en la superficie.
Para ello, transfectamos astrocitos Epm2b-/- con el plasmido
pCDNA3.1-GFP-Malina y analizamos los niveles de GLT-1 en
superficie mediante citometria de flujo. Los resultados se
representaron en forma de histograma (Figura 13a y 13b).
Corroborando el experimento anterior, el porcentaje de poblacién

con altos niveles de fluorescencia proporcional a la cantidad de
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GLT-1 en la membrana pasa del 100% en astrocitos Epm2b+/+ al
43% en astrocitos Epm2b-/-, en consonancia con los resultados
anteriores. Cuando posteriormente se introdujo el plasmido
PCDNA3.1-GFP-vacio en astrocitos Epm2b-/- no se observé un
importante cambio en los niveles de fluorescencia. Cuando por el
contrario se transfectdé el plasmido pCDNA3.1-GFP-Malina, los
niveles de GLT-1 en la superficie aumentaban hasta recuperar
valores similares a los encontrados en astrocitos Epm2b+/+ (86%),
demostrando que la complementacion con malina humana era
suficiente para recuperar los niveles normales de GLT-1 en la

membrana.

A continuacion, se quiso saber si la introduccidon de variantes de
malina con mutaciones patoldgicas encontradas en pacientes era
asimismo capaz de revertir el fenotipo encontrado en los astrocitos
modelo para la enfermedad. Para ello, utilizamos diferentes
plasmidos usados previamente en el laboratorio que expresaban el
gen de malina con las siguientes mutaciones aminoacidicas: C46Y,
P69A, D146N y L261P (Couarch et al., 2011). Cada uno de los
plasmidos fue transfectado en diferentes placas de astrocitos
Epm2b-/- utilizando Lipofectamina 2000, como se describe en
Material y Métodos. A las 48 horas las células se marcaron sin
permeabilizar con anticuerpo anti-EAAT2 y anticuerpo secundario
anti-ratdbn conjugado a PE y se analizaron las muestras por
citometria de flujo. Los resultados obtenidos y reflejados en los
histogramas de la Figura 13a y en el gréfico de barras de la Figura
13b mostraron que ninguno de los plasmidos que expresaban las
diferentes formas mutantes de malina era capaz de revertir el

fenotipo de deficiencia de GLT-1 en superficie caracteristicos de los
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astrocitos Epm2b-/-, siendo los niveles similares a los encontrados

en astrocitos Epm2b-/- sin transfectar.
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Figura 13. Niveles en superficie celular de GLT-1 en astrocitos primarios
Epm2b-/- donde se reintroduce malina silvestre y malina mutante. Astrocitos
corticales primarios se transfectaron con los plasmidos indicados utilizando
Lipofectamina 2000 y tras 48 horas se marcaron sin haber sido permeabilizados
con anticuerpo anti-EAAT2 y anticuerpo secundario anti-raton conjugado a PE.
Las células se analizaron a continuacion por citometria de flujo. a) Histogramas
donde en abscisas se representan los niveles de fluorescencia (PE-A),
proporcionales a los niveles de GLT-1 en superficie, respecto al nimero de
células (count) de astrocitos Epm2b+/+, Epm2b-/- y astrocitos Epm2b-/-
transfectados con malina silvestre o diferentes formas mutantes de ésta. La
linea negra horizontal delimita los niveles de fluorescencia que han sido
considerados positivos y la cifra superior, el porcentaje de células con esos
niveles. 1: Epm2b+/+, 2: Epm2b-/-, 3: Epm2b-/- +GFP vacio, 4. Epm2b-/-
+GFP-Malina WT, 5: Epm2b-/- +GFP-MalinaC46Y, 6: Epm2b-/- +GFP-
MalinaP69A, 7: Epm2b-/- +GFP-MalinaD146N y 8: Epm2b-/- +GFP-
MalinaL261P. Los datos de citometria se analizaron utilizando el software
FlowJo. b) Representacion grafica de la fluorescencia relativa de los
histogramas anteriores. La linea negra corresponde al valor de fluorescencia de
los astrocitos Epm2b+/+ y la roja a los astrocitos Epm2b-/-.

1.5- La sobreexpresion de laforina y malina en SH-SY5Y

aumenta los niveles de EAAT2 en la membrana.

Para continuar analizando la participacion de laforina y malina en la
regulacién de la presentacion en superficie de GLT-1, optamos por
sobreexpresar este complejo y ver las consecuencias que esto
podia tener en la localizacion de GLT-1 en la membrana. Sin
embargo, dado que para obtener astrocitos primarios se necesita un
gran namero de animales, para este ensayo decidimos utilizar una
linea celular estable inmortalizada: las SH-SY5Y. Esta linea celular
de neuroblastoma presenta por una parte la ventaja de ser una linea
de origen humano, por lo que los resultados obtenidos se podrian
extender a lo que ocurre en seres humanos y, por otra parte, es
capaz de expresar enddgenamente EAAT2, el nombre que recibe

GLT-1 en humanos.

Como la linea celular SH-SY5Y no es facil de transfectar con varios

plasmidos a la vez, optamos por generar lineas estables de
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SH-SY5Y que sobreexpresasen o bien laforina o bien malina. Estas
lineas celulares estables se transfectaron con un plasmido que
codificaba la proteina del complejo laforina-malina que faltaba: la
linea estable de laforina, con pCMV-HA-malina y la linea estable de
malina, con pCMV-HA-laforina. A las 24 horas de la transfeccion, las
células se marcaron en la superficie con anticuerpo primario anti-
EAAT2 y secundario anti-raton conjugado a PE y se analiz6 su
fluorescencia por citometria de flujo. Ademas, una placa
transfectada en paralelo se lisé con tampon RIPA y se analizé por
western blot para comprobar que la sobreexpresion habia

funcionado.

En la Figura 14a observamos como la sobreexpresion de HA-
laforina y HA-malina ha funcionado correctamente y como los
niveles de expresion de ambas proteinas son similares aun si una
de ellas esta expresada establemente y la otra no. Ademas, se
observa también que no hay cambio en la cantidad total de EAAT2
cuando sobreexpresamos laforina y malina. En el apartado b de la
misma figura podemos observar como la sobreexpresién de laforina
y malina induce un aumento estadisticamente significativo en la
localizacién de EAAT2 en la superficie de hasta 3,5 veces. Estos
resultados concuerdan con la hipétesis de que laforina y malina
juegan un papel en la regulacion de la localizacion subcelular de
EAAT2, también en células humanas. En la figura se representan
los datos del total de experimentos, independientemente de si las
células eran estables para laforina o para malina, ya que los

resultados eran similares.
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Figura 14. La sobreexpresion de laforina y malina en células SH-SY5Y provoca
el aumento de EAAT2 en la superficie celular. a) Western blot de lisados de SH-
SYS5Y (30 pg de proteina) que sobreexpresan laforina y malina, una de ellas de
forma estable (en este caso laforina). La sobreexpresién de laforina-malina no
afecta los niveles de totales de EAAT2. b) Andlisis de los niveles de EAAT2 en
la superficie de SH-SY5Y por citometria de flujo. En el histograma superior se
representa la fluorescencia asociada a los niveles de EAAT2 expresado en la
superficie de células SH-SY5Y control (PE-A) respecto al nimero de células
(count) y en el inferior la de células SH-SY5Y que sobreexpresan laforina de
forma estable y malina de forma transitoria. Los resultados se obtuvieron
utilizando el software proporcionado por BD Biosciences. A la derecha, un
grafico de barras representa los niveles de fluorescencia relativa media de las
SH-SY5Y con y sin sobreexpresion de laforina-malina de tres experimentos
diferentes, donde se ve un incremento de EAAT2 en la superficie
estadisticamente significativo asociado a la sobreexpresion de laforina-malina.
Las barras representan la desviacion estandar (*= p-valor<0.05; test t-Student).
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1.6- Elinhibidor de dinamina dynasore produce la
acumulacion de GLT-1 en la membrana de los

astrocitos.

Como todos nuestros resultados apuntaban a una implicacién del
complejo laforina-malina en la regulacion de la localizacion de
GLT-1 en la membrana plasmatica, consideramos interesante
estudiar los mecanismos moleculares de esta regulacion para saber

en qué paso podia estar participando dicho complejo.

Los niveles de GLT-1 en la membrana estan determinados por el
equilibrio entre la llegada de GLT-1 a la membrana y la endocitosis
del transportador. La endocitosis de la mayoria de proteinas del
sistema nervioso es dependiente de dinamina, por lo que inhibir esta
GTPasa con el compuesto dynasore puede ser una herramienta util
para saber si es la llegada a la membrana o la endocitosis la que

esta afectada en los astrocitos Epm2b-/-.

En este ensayo, afiadimos dynasore a placas de cultivo de
astrocitos Epm2b+/+ y Epm2b-/-. Como control se afiadi6 DMSO a
otras placas de astrocitos Epm2b+/+ y Epm2b-/-. Tras una
incubacién de media hora a 37°C, todas las muestras fueron
marcadas con anticuerpo primario anti-EAAT2 y anticuerpo
secundario anti-ratdbn conjugado con PE sin ser permeabilizadas,
tras lo cual se analizaron por citometria de flujo para valorar los

niveles medios de fluorescencia asociada a GLT-1 por célula.

Como se aprecia en el grafico de barras de la Figura 15a, la adicién
de dynasore al medio provocaba un aumento muy significativo de la
fluorescencia asociada a GLT-1 de la superficie celular tanto en

astrocitos Epm2b+/+ como Epm2b-/-. Esto demuestra que GLT-1 se
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acumula en la membrana como consecuencia del bloqueo de la
endocitosis dependiente de dinamina. Durante la realizacion de
estos ensayos observamos que la adicion de DMSO al medio
disminuia la presencia de GLT-1 en la superficie celular de
astrocitos con respecto a los niveles sin tratar. Esta disminucion
hacia que los niveles de GLT-1 en la superficie de estos astrocitos
control cuando se afadia DMSO fuesen similares a los encontrados
en los astrocitos Epm2b-/- (ver seccién 1.3 de Resultados). Esto
sugeria que la adicion del disolvente DMSO podia afectar al
resultado del experimento y camuflar en parte diferencias entre los

dos genotipos.

Una posible explicacion a la ausencia de diferencias entre astrocitos
Epm2b+/+ y Epm2b-/- en la acumulacion de GLT-1 tras la adicion
de dynasore era que los niveles de GLT-1 en la membrana
estuviesen saturados tras 30 minutos de efecto del dynasore. Esto
impediria ver diferencias en el GLT-1 superficial entre astrocitos
Epm2b+/+ y Epm2b-/- tanto si existiese una ralentizacion en la
llegada de GLT-1 a la membrana plasmatica en astrocitos Epm2b-/-
como si se diese una aceleracion de la endocitosis de GLT-1 en los
astrocitos modelo de la enfermedad.

Para comprobar cual de estas rutas se encontraba alterada en
astrocitos Epm2b-/-, se llevaron a cabo dos experimentos. El
primero de ellos pretendia demostrar si la aplicacién de dynasore a
tiempos mas cortos provocaba diferencias en la velocidad de
acumulacién de GLT-1 en la membrana entre el genotipo control y el
deficiente en malina. De ser asi, podriamos pensar que es la
incorporacion a la membrana de GLT-1 la que se encontraria

disminuida en astrocitos Epm2b-/- frente a los Epm2b+/+. Para ello,
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afiadimos dynasore a diferentes tiempos (0 minutos, 1 minuto, 10
minutos y 30 minutos) a astrocitos Epm2b+/+ y Epm2b-/-, los
marcamos con anticuerpo anti-EAAT2 y anticuerpo secundario anti-
ratbn conjugado a PE y comprobamos la fluorescencia por
citometria de flujo. No se encontraron diferencias significativas en
los niveles de GLT-1 en la membrana entre los dos genotipos a
ningun tiempo de tratamiento y en ambos casos los niveles de GLT-
1 en la membrana aumentaban (Figura 15b). El efecto del dynasore
era tan inmediato que la maxima acumulacion de GLT-1 se daba en
el primer minuto, sugiriendo una incorporacion similar de GLT-1 a la

membrana plasmética en ambos genotipos.

En segundo lugar, se aprovechd que el efecto del dynasore es
reversible para comprobar si el problema se encontraba en la
endocitosis del transportador. Una célula que ha sido tratada con
dynasore recupera su capacidad de endocitar utilizando la dinamina
cuando el dynasore se elimina del medio. Para ello se afadid
dynasore a astrocitos Epm2b+/+ y Epm2b-/- durante 60 minutos con
el fin de acumular GLT-1 en la membrana. A continuacion, se retird
el producto, se afiadi6 medio de cultivo sin dynasore y se fueron
recogiendo muestras a diferentes tiempos (0, 5 y 15 minutos desde
la eliminacion del dynasore del medio), para ver cuanto tardaba en
endocitarse el transportador que se habia acumulado en presencia
del producto. Se observé una tendencia de los astrocitos Epm2b-/- a
endocitar mas rapidamente GLT-1 que los astrocitos Epm2b+/+, ya
gue en las células con el genotipo Epm2b-/-, la fluorescencia
asociada a GLT-1 disminuia mas rapidamente que en las
Epm2b+/+. Sin embargo, las diferencias encontradas entre los
astrocitos Epm2b+/+ y Epm2b-/- no era estadisticamente

significativa a ningun tiempo (Figura 15c).
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Figura 15. a) La adicion de dynasore induce la acumulacién de GLT-1 en la
membrana celular tanto en astrocitos Epm2b-/- como en Epm2b+/+. El gréfico
de barras muestra la fluorescencia relativa de PE-A en presencia de dynasore o
DMSO para el genotipo Epm2b+/+ (negro) y Epm2b-/- (gris). Se considera
fluorescencia igual a 1 la fluorescencia hallada en astrocitos Epm2b+/+ en
ausencia de dynasore o DMSO. b) Acumulacion de GLT-1 en la superficie de
astrocitos Epm2b+/+ (negro) y Epm2b-/- (gris) a diferentes tiempos. Se
representa la fluorescencia relativa respecto al tiempo transcurrido desde la
aplicacion de dynasore. Se considera fluorescencia igual a 1 la fluorescencia de
cada genotipo a tiempo 0. c) Recuperacion de los niveles de GLT-1 en
astrocitos Epm2b+/+ (negro) y Epm2b-/- (gris) tras haber aplicado dynasore
durante una hora y eliminar el reactivo del medio. Se representa la
fluorescencia relativa asociada a GLT-1 respecto al tiempo transcurrido desde
la eliminacion del dynasore del medio. Se considera fluorescencia iguala 1 a la
obtenida en astrocitos Epm2b+/+ tras la aplicacion de dynasore durante una
hora. En todos los experimentos los resultados se analizaron con el software
FlowJo y se llevo a cabo un test ANOVA para dos factores cruzados.

Por lo tanto, estos ensayos apuntan a una posible endocitosis
acelerada de GLT-1 en astrocitos Epm2b-/-, que deberia estudiarse
con mas profundidad y por diferentes metodologias. Por otra parte,
hay que tener en cuenta que la utilizacién de dynasore para evaluar
la dinamica de GLT-1 en la internalizacion o incorporacién a la
membrana podria no ser la mas adecuada ya que el disolvente en el
gue se encuentra, DMSO, afecta a la localizacién del transportador

en la superficie celular.

92



Resultados

2. Laforinay malina participan en la regulacion de

EAAT2 por ubicuitinacion.

2.1- Las células Hek293 como modelo de endocitosis de
EAAT2.

En nuestro afdn por conocer los mecanismos moleculares que
conducen a una disminucion de los niveles de GLT-1 en la
membrana plasmatica en células modelo para la enfermedad de
Lafora, necesitdbamos realizar ensayos con un gran numero de
células y transfectar varios plasmidos a la vez, por lo que los
modelos celulares utilizados hasta este momento, astrocitos
primarios corticales y células de neuroblastoma SH-SY5Y,
resultaban inadecuados. Las células Hek293, en cambio, son
células embrionarias de rifidn humano que presentan una alta tasa
de proliferacion y pueden ser facilmente transfectadas, por lo que
eran el modelo ideal para llevar a cabo dichos ensayos. No
obstante, fue necesario comprobar que en este nuevo modelo
celular se reproducia lo descrito anteriormente sobre la regulacion
subcelular de EAAT2.

Para ello, se silencio la expresion de la proteina laforina mediante la
utilizacion del plasmido p-Super-Laforina, que expresaba un RNA de
interferencia (RNAIi) complementario al mRNA que codifica laforina.
Este mecanismo, que permite silenciar la expresion de la proteina,
ya habia sido utilizado previamente en el laboratorio (Vernia et al.,
2009a). El citado plasmido expresa adicionalmente la proteina GFP,
por lo que las células que estan transfectadas pueden ser
seleccionadas por fluorescencia. Se transfectd también el plasmido

pCDNA-EAAT2, ya que este transportador no presenta una
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expresion enddégena muy elevada en células Hek293. Se analizaron
los niveles de EAAT2 en la membrana plasmatica mediante
citometria de flujo seleccionando especificamente las células que
expresaban GFP y se encontré que la fluorescencia media asociada
a los niveles de EAAT2 en superficie se veia disminuida en las
células en las que se habia silenciado laforina (Figura 16). En el
histograma de la Figura 16a se aprecia que dado un mismo nivel de
fluorescencia asociada a EAAT2 (PE-A), hay méas células control
(rojo) que células con la laforina silenciada (azul). Ademas, la
cuantificacion de la fluorescencia relativa mostrada en el grafico
ratifica este resultado, obteniéndose un 23% menos de
fluorescencia en las células silenciadas. Por lo tanto, el
silenciamiento de laforina en células Hek293 reproduce Ilo
encontrado en astrocitos primarios. Se concluyé entonces que las
células Hek293 podian ser un buen modelo para realizar ensayos
relacionados con la regulacion de EAAT2 a través del complejo

laforina-malina.
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Figura 16. El silenciamiento de laforina en células Hek293 provoca una
disminucion de los niveles de EAAT2 superficiales. a) Histograma que muestra
los niveles de fluorescencia asociados a la presencia de EAAT2 en superficie
(PE-A) respecto al nimero de células. La linea roja corresponde al control y la
azul a las células en las que se ha silenciado laforina. En el histograma se
muestran las células que expresaban el plasmido GFP. Los datos se analizaron
con el software FlowJo. b) Gréafico de barras que muestra la fluorescencia
relativa de las células con el silenciamiento de laforina respecto al control.

2.2- El complejo laforina-malina afecta a la ubicuitinacion
de EAAT2, provocando cambios en su solubilidad en

detergentes no idnicos.

Se conoce que el tréfico de EAAT2 entre orgénulos, al igual que en
el caso de otros transportadores, se regula por ubicuitinaciéon (ver
Introduccion). Dado que laforina y malina forman un complejo capaz
de ubicuitinar diferentes sustratos, quisimos comprobar si la
ubicuitinacion de EAAT2 variaba cuando sobreexpresabamos el
complejo laforina-malina.
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Para ello, utilizamos una técnica de cromatografia de afinidad en la
gue se sobreexpresa un plasmido que codifica una ubicuitina
fusionada a una cola de histidinas. De este modo, las proteinas que
se etiqueten con esta molécula se uniran a la resina de afinidad.
Ademds, sobreexpresamos EAAT2 (el sustrato de la reaccién) y
laforina y malina (ya sea juntas o de manera individual). Como
control positivo de ubicuitinacion de EAAT2 utlizamos la
sobreexpresion de Nedd4.2, una E3 ubicuitin-ligasa responsable de
la ubicuitinacion de EAAT2 (ver Introduccion). La ubicuitinacion de
EAAT2 se analiz6 mediante western blot revelando con un
anticuerpo primario anti-EAAT2. Ademas, se comprobo la expresion

de las diferentes proteinas en el extracto crudo.

El resultado obtenido (Figura 17) fue inesperado, ya que la
ubicuitinacion de EAAT2 se encontraba disminuida cuando se
introducia malina o el complejo laforina-malina (calles 4 y 5)
respecto a cuando no se afadia ningun elemento del complejo
(calle 2). Ademas, la coexpresion de Nedd4.2 no permitia rescatar la
inhibicion de la ubicuitinacion de EAAT2 por el complejo laforina-

malina (calle 7).
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pCMV-6xHis-Ubiq + + + + + + + +
pcDNA3-EAAT2 - + + + + + + -
pFlag-Laforina - - + - + - + +
pFlag-Malina - - - + + - + +

pCMV-HA-Nedd4.2 - - - - - + + - Tamafio
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crudo
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Figura 17. La ubicuitinacion de EAAT2 soluble esta disminuida en células que
sobreexpresan laforina y malina. Células Hek293 fueron transfectadas con los
plasmidos indicados. Las proteinas ubicuitinadas se purificaron por
cromatografia de afinidad como se describe en Material y Métodos. Las
proteinas purificadas se analizaron por western blot utilizando anticuerpos anti-
EAAT2. Los extractos crudos (30 ug de proteina) se analizaron también por
western blot utilizando los siguientes anticuerpos: anti-EAAT2, anti-flag (para
detectar malina y laforina), anti-HA (para detectar Nedd4.2) y anti-actina como
control de carga. El panel superior muestra las proteinas ubicuitinadas.

Ante este resultado inesperado y dado que EAAT2 es una proteina
integral de membrana, se decidi6 realizar un ensayo de
cromatografia de afinidad utilizando un detergente no idnico
(Nonidet-P40) en el tampdn de lisis con el fin de favorecer la

solubilizacion de la proteina.
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pCMV-6xHis-Ub  + + + + +
pcDNA3 EAAT2 - + + + +
HA Nedd4.2 - - + - +
Flag Laforina - - - + +

- - - + +

Flag Malina
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Figura 18. La ubicuitinacion de EAAT2 aumenta en células que sobreexpresan
laforina y malina. Células Hek293 fueron transfectadas con los plasmidos
indicados y lisadas en presencia de cloruro de guanidinio 6M y Nonidet-P40 al
1%. Las proteinas ubicuitinadas se purificaron por cromatografia de afinidad y
fueron analizadas por western blot, utilizando anticuerpo primario anti-EAAT2 y
anticuerpo secundario anti-raton conjugado a una molécula fluorescente. Los
extractos crudos (30 pg de proteina) fueron asimismo analizados por western
blot utilizando los siguientes anticuerpos: anti-EAAT2 y anti-flag (para detectar
laforina y malina) y anti-HA (para detectar Nedd4.2). Las proteinas
ubicuitinadas se muestran en el panel superior.
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Los resultados de este nuevo ensayo (Figura 18) indicaron que los
niveles de ubicuitinacion de EAAT2 aumentaban en presencia de
Nedd4.2 (control positivo, calle 3 respecto de calle 2). En estas
condiciones laforina y malina eran capaces de ubicuitinar a EAAT2
(calle 4). Por otra parte, en presencia tanto de laforina-malina como
de Nedd4.2, EAAT2 aparecia aun mas ubicuitinada (calle 5). Todo
esto parece indicar que el complejo laforina-malina si es capaz de
inducir un aumento de la ubicuitinacion de EAAT2 y que esta
proteina modificada se encuentra en fracciones insolubles. Por lo
tanto, la modificacién inducida por el complejo laforina-malina sélo
puede ser detectada tras aplicar detergentes no i6nicos al extracto

proteico y no en condiciones como las utilizadas en la Figura 17.

A continuacién, se realizé un ensayo de ubicuitinacién en presencia
de Nonidet-P40 utilizando GLT-1 como sustrato en lugar de EAAT2
para confirmar que lo observado en la proteina humana ocurria
también en la proteina de ratén. Los resultados (Figura 19) son
similares a los encontrados para EAAT2, ya que aparece un
aumento de ubicuitinacion de GLT-1 en condiciones de
sobreexpresion combinada del complejo laforina-malina y Nedd4-2
(calle 4). Sin embargo, la ubicuitinacion dependiente de Nedd4.2 no
se aprecia, probablemente porque los niveles de Nedd4.2
sobreexpresado son inferiores (calle 3) o porque la ubicuitinacién

mediada por esta E3-ubicuitin ligasa es menos eficiente.
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pCMV-6His-Ub + + + +
HA-GLT-1 - + + +
Flag Nedd4.2 - - + +
Flag Laforina - - - +
Flag Malina - - - +
Tamaiio
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Figura 19. La ubicuitinacién de GLT-1 aumenta en presencia de laforina y
malina. Células Hek293 fueron transfectadas con los plasmidos indicados y
lisadas en presencia de cloruro de guanidinio 6M y Nonidet-P40 1%. Las
proteinas ubicuitinadas fueron purificadas mediante cromatografia de afinidad,
analizadas mediante western blot y reveladas con anticuerpos anti-HA. Los
extractos crudos (30 pg de proteina) se analizaron mediante western blot y se
utilizaron los siguientes anticuerpos para el revelado: anti-HA (para detectar
GLT-1), anti-flag (para detectar Nedd4.2, laforina y malina). El panel superior
muestra las proteinas ubicuitinadas y purificadas.
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2.3- La ubicuitinacién de EAAT2 asociada al complejo
laforina-malina no etiqueta a la proteina a degradacién

proteica.

La ubicuitinacion es una modificacién post-traduccional que,
ademas de participar en la endocitosis, regula otros procesos
celulares. Entre ellos destaca la degradaciéon de proteinas. Para
conocer si la ubicuitinaciéon que estdbamos observando en EAAT2
servia para etiquetar la proteina para degradacion, realizamos un
nuevo ensayo de ubicuitinacion en presencia y ausencia de
inhibidores del proteasoma (MG132) e inhibidores de la degradacion
lisosomal (NH4Cl y leupeptina). Si la ubicuitinacion dirigiese la
proteina a degradacion, esperariamos ver un aumento de la
cantidad de proteina en las muestras en las que se utilizan

inhibidores respecto a aquellas que no se han tratado con ellos.

En la Figura 20 se aprecia que no existen diferencias importantes
en los niveles de ubicuitinacion de EAAT2 cuando se afiaden o no
inhibidores de la degradacién de proteinas. Esto indica que el
destino de EAAT2 ubicuitinado no es la degradacién proteica, ya
que de ser asi la marca seria menor en ausencia de inhibidores.
Como se observa en la Figura 20 y en consonancia con los
resultados mostrados en la Figura 18, la ubicuitinacion de EAAT2
es maxima cuando se expresan laforina-malina y Nedd4-2

conjuntamente.
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pCMV-His6x-Ub + + + + + + + + + +

PCDNA3-EAAT2 - + + + + - + + + +
HA Nedd4.2 . - + - + - - + - +

Flag Laforina - - - + + - - - + +
Flag Malina - - - + + - - - + +
Inhibidores - - - - - + + + + +

EAAT2 ' PROTEINAS

UBICUITINADAS

HA (Nedd4.2) ‘ >

L ———— EXTRACTO
FLAG (Laforina/Malina) . P v N CRUDO

d '
EAAT2 SI\I\\'&&M'I» Sud

Figura 20. La ubicuitinacion de EAAT2 en células que sobreexpresan laforina-
malina no se ve alterada por la presencia o ausencia de inhibidores de la
degradacion proteica. Células Hek293 fueron transfectadas con los plasmidos
indicados, la mitad de ellas tratadas con MG132 (10 uM), leupeptina (100 pM) y
NH4CI (20 mM) durante 4 horas y la otra mitad sin este tratamiento, lisadas en
presencia de Nonidet-P40 1% y cloruro de guanidinio 6M. Las proteinas
ubicuitinadas fueron purificadas mediante una cromatografia de afinidad y
analizadas mediante western blot, revelado con anticuerpos anti-EAAT2 y anti-
ratobn conjugado a HRP. Los extractos crudos se analizaron también por
western blot utilizando anticuerpos anti-HA (para detectar Nedd4.2), anti-flag
(para detectar laforina y malina) y anti-EAAT2. El panel superior muestra las
proteinas ubicuitinadas.
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2.4- Relacion entre el complejo laforina-malina y
Nedd4.2.

Con el fin de comprender mejor como el complejo laforina-malina
estimula la ubicuitinacién de EAAT2, nos decidimos a abordar la
relaciéon que podia existir entre dicho complejo y la Unica proteina
capaz de ubicuitinar EAAT2 descrita hasta la fecha: Nedd4.2. Para
ello, realizamos diferentes ensayos que profundizaban en el papel
que laforina o malina podian desempefiar en la funcién biolégica de
Nedd4.2. Ademas, muchos de estos ensayos se ampliaron
incluyendo a la proteina Nedd4, una proteina paraloga de Nedd4.2

con la que comparte funciones y sustratos.

2.4.1- Nedd4.2 no se ubicuitina por laforina-malina.

En primer lugar, dado que laforina y malina forman un complejo con
actividad E3-ubicuitin ligasa, quisimos saber si Nedd4.2 era
ubicuitinada por laforina-malina. Para ello llevamos a cabo un
ensayo con células Hek293 transfectadas con ubicuitinas con colas
de histidinas, laforina-malina y Nedd4.2, donde se analizé la
presencia de Nedd4.2 ubicuitinada en ausencia y presencia de

laforina-malina.

La Figura 21 muestra el western blot resultante de ese ensayo. En
primer lugar se ve que el control positivo de ubicuitinacion ha
funcionado, ya que cuando se utiliz6 anticuerpo anti-flag, que
detectaba laforina o malina, si aparecia la escalera de proteinas de
diferente  peso molecular caracteristica de un patron de
ubicuitinacion, demostrando que laforina y malina se ubicuitinan por

el complejo laforina-malina. No obstante, no habia ninguna sefal de
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ubicuitinacion cuando revelamos con anticuerpo anti-HA que

reconoce a Nedd4.2.

Ademads, también se utilizé anticuerpo anti-Nedd4.2, capaz de
reconocer a la proteina enddgena, y aparecié una banda en la
fraccién ubicuitinada. No obstante, esta banda aparecia en todas las

calles por lo que podria tratase de una reaccién inespecifica.

Utilizamos también un anticuerpo anti-Nedd4 y se obtuvo un
resultado similar, ya que no se observd ningun patrén de

ubicuitinacion asociado a la sobreexpresion de laforina-malina.

Este experimento demuestra que laforina y malina no tienen ningln

efecto en la ubicuitinacion de Nedd4.2 o Nedd4.

pCMV-6xHis-Ub  + + + + + + + +
pCMV-Flag-Laforina - - + + - - + +
pCMV-Flag-Malina - - - + - - - +
pCMV-HA-Nedd4.2 - i + i - + + +
H e Flag-Malina
Anti-Flag - S == Flag-Laforina

PROTEINAS UBICUITINADAS

S b i HA-Neddd.2

— — —— e Nedd4.2

Anti-HA | — — — — | o | cl4

EXTRACTO CRUDO

= e— pctina

—— o —
Anti-Nedd4.2

Anti-Nedd4 H P H#
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Figura 21. Laforina y malina no ubicuitinan a Nedd4.2 ni a Nedd4. Células
Hek293 fueron transfectadas con los plasmidos indicados. Las proteinas
ubicuitinadas fueron purificadas mediante una cromatografia de afinidad en
presencia de cloruro de guanidinio 6M y analizadas mediante western blot,
utilizando anticuerpos anti-flag (para detectar laforina y malina), anti-HA
(Nedd4.2), anti-Nedd4.2 y anti-Nedd4. Los extractos crudos (30ug) se
analizaron también por western blot utilizando anticuerpos anti-flag (para
detectar laforina y malina), anti-HA (para detectar Nedd4.2), anti Nedd4, anti-
Nedd4.2 y anti-actina como control de carga.

2.4.2- Laforina y malina no interaccionan con Nedd4.2.

Para continuar indagando en la relacién entre Nedd4.2 y el complejo
laforina-malina, quisimos comprobar si laforina o malina eran
capaces de interaccionar fisicamente con Nedd4.2. Para ello,
llevamos a cabo una coinmunoprecipitacion (ColP) en células
Hek293 sobreexpresando HA-Nedd4.2, HA-malina y Flag-laforina.
Se inmunoprecipité laforina con anticuerpo anti-flag y se analizé por
western blot si Nedd4.2 estaba también presente en el
inmunoprecipitado. La Figura 22 muestra el resultado de la ColP
donde se ve que en ningun caso Nedd4.2 aparece en el
inmunoprecipitado, indicando ausencia de interaccién, mientras que
malina si que es purificada, demostrando la efectividad de la

técnica.
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HA-Nedd4.2 - + + +
HA-Malina - - - +
Flag-Laforina + - + +

(Nedd4.2 y Malina)

- <—HA-malina

IP(flag) -

P = = Antiflag (Laforina)
— e M Anti HA (Neddd.2)

Exgraucc}g A AntiHA (Malina)
: ‘ : Anti flag (Laforina)

Figura 22. Laforina y malina no interaccionan con Nedd4.2 mediante ColP en
células de mamifero. Células Hek293 fueron transfectadas con los plasmidos
que se indican, lisadas y se llevé a cabo la inmunoprecipitacion de laforina con
anti-flag para purificar laforina. El purificado se analizé mediante western blot y
se reveld con anti-HA (para detectar Nedd4.2 y malina). Los extractos crudos
también se analizaron por western blot (parte inferior de la figura) y se revelaron
con anti-HA y anti-flag.

2.4.3- La vida media de Nedd4 o Nedd4.2 no se ve afectada

por la sobreexpresiéon de laforina y malina.

Uno de los pardmetros que puede alterarse en las proteinas por
efecto de la ubicuitinacion por laforina y malina es la vida media que
éstas tienen. Por ello, se planteé la posibilidad de que el complejo
laforina-malina tuviese un papel en la estabilidad de Nedd4 o
Nedd4.2. Para ello analizamos la vida media de Nedd4 y Nedd4.2

endogena en células Hek293 en presencia y ausencia de laforina-
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malina sobreexpresada. Para ello, se transfectaron células Hek293
con Flag-laforina y Flag-malina y se trataron con cicloheximida, un
inhibidor de la sintesis proteica. Una vez afiadida la cicloheximida, el
cambio en los niveles de proteina depende exclusivamente del ritmo
de degradacidon de la proteina. Tras el tratamiento se recogieron
muestras a diferentes tiempos (0, 4, 7, 10, 18 y 24 horas), se
analizaron mediante western blot y se cuantificaron para comprobar
si la degradacién de Nedd4 y Nedd4.2 habia sido mas rapida en un
caso o en otro. Los niveles de actina se utilizaron como control de
carga. Los resultados no revelaron diferencias en la vida media de
Nedd4 o Nedd4.2 cuando se sobreexpresaba laforina y malina
(Figura 23).

CHX(th) o0 4 7 10 18 24 0 4 7 10 18 24

Neddd s s s s— — —

Neddd.2 e wy we— — -y ey ey TN W W W W——

Actin TN it s iy VD G S - q— —

A e S e o w1 3lina
RS w— W— W — - Lafor—ina

Flag

Figura 23. La vida media de Nedd4.2 o Nedd4 no se ve alterada por la
sobreexpresion de laforina 0 malina. Células Hek293 fueron transfectadas con
pldsmido vacio (paneles izquierda) o con pCMV-Flag-laforina y pCMV-Flag-
malina (paneles derecha) y tratadas con cicloheximida (300 pM) durante
diferentes tiempos. Los extractos de células lisadas (30 pg) se analizaron por
western blot y se revelaron con anticuerpos anti-Nedd4, anti-Nedd4-2, anti-
actina y anti-flag (malina y laforina). Los nameros en la parte superior indican
las horas transcurridas desde el tratamiento con cicloheximida hasta la recogida
de las muestras.
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2.4.4- La ausencia de laforina o malina incrementa los niveles

de Nedd4 en hipocampo de ratones modelo para la

enfermedad de Lafora.

Una vez se comprob6 que la sobreexpresion del complejo laforina y
malina no promovia la ubicuitinacion de Nedd4 o Nedd4.2 ni
afectaba a su vida media, se quiso comprobar si la ausencia de
cualquiera de las proteinas que constituyen el complejo laforina-
malina tenia relevancia en la biologia de Nedd4 o Nedd4.2. Para
ello se llevé a cabo una inmunohistoquimica utilizando anticuerpo
anti-Nedd4 en hipocampo de ratones controles, Epm2a-/- y Epm2b-
/- de 12 meses de edad, que nos permitiese valorar los niveles de
esta proteina en un modelo de raton de la enfermedad de Lafora

respecto a un control.

En la Figura 24 se aprecia una mayor marca de Nedd4 (marrén) en
el hipocampo de ratones Epm2a-/- y Epm2b-/-, que resulta alin mas
intensa en los Ultimos. Todo esto indicaria que la expresién de
Nedd4 esta incrementada en el hipocampo de ratones modelo para
la enfermedad de Lafora, lo cual podria tener implicaciones en la

regulacién de GLT-1.

Debido a la ausencia de anticuerpos comerciales capaces de
detectar Nedd4.2 en inmunohistoquimica, no se pudieron realizar
ensayos similares para conocer los niveles de esta otra proteina en

cerebros de ratones modelo para la enfermedad de Lafora.
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Control

Figura 24. Inmunohistoquimica de Nedd4 en hipocampo de ratones control,
Epm2a-/- y Epm2b-/- de 12 meses de edad. Se llevd a cabo una
inmunodeteccion con el sistema ABC en cortes sagitales de cerebro
parafinados de ratones controles, Epm2a-/- y Epm2b-/- utilizando anticuerpo
anti-Nedd4 y contratiiendo con hematoxilina. Las fotos corresponden a la
region CA1 del hipocampo donde el color marrén indica la presencia de Nedd4

y el azul marca las estructuras celulares acidas. Barra: 10 um.

2.5- El complejo laforina-malina favorece la ubicuitinaciéon

de la B-arrestina 1.

Hasta el momento habiamos encontrado un incremento de la
ubicuitinacion de EAAT2 o GLT-1 en presencia de laforina y malina.
Sin embargo, no parecia estar debida a un efecto directo de este
complejo sobre Nedd4.2, ya que el complejo era incapaz de
interaccionar con Nedd4.2 o modificar su estado de ubicuitinacion.

Ademas de Nedd4.2 existen otros elementos esenciales en la
ubicuitinacion de EAATZ2, entre los que destacan las arrestinas.
Estas proteinas actian como andamiaje entre EAAT2 y Nedd4.2, ya

que EAAT2 carece de los dominios PY que le permitirian ser
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reconocida por Nedd4.2. Las arrestinas actlan por tanto como
moléculas adaptadoras permitiendo que EAAT2 entre en contacto

con Nedd4.2 y que esta Ultima pueda ejercer su accion.

Entre todas las arrestinas que pueden interaccionar con Nedd4.2,
decidimos centrar nuestra atencién en la B-arrestina 1 que, hasta la
fecha, ha sido la Unica relacionada con la ubicuitinacién de GLT-1
por Nedd4.2 (Ibafiez et al., 2016). Por ello, se quiso conocer si el
complejo laforina-malina tenia algun efecto en la biologia de la
B-arrestina 1 que permitiera explicar la modificacion observada en el

patron de ubicuitinacion de EAAT2 por este complejo.

Lo primero que se comprobd fue si el complejo laforina-malina era
capaz de ubicuitinar a la B-arrestina 1. Para ello, se realiz6 un
ensayo de cromatografia de afinidad que permitié valorar la
ubicuitinacion de la B-arrestina 1 en presencia de laforina-malina.
Este ensayo se realiz6 tanto en presencia como en ausencia de
inhibidores, ya que la vida media de la B-arrestina 1 podria estar
afectada por la sobreexpresion del complejo laforina-malina. Para
ello, el ensayo se realizé en células Hek293 tratadas con inhibidores
de la degradacion lisosomal y del proteasoma (leupeptina y NH4Cl y
MG132, respectivamente) durante 4 horas y en células sin tratar.
Las células se lisaron en presencia de Nonidet-P40 para solubilizar
correctamente las proteinas. La Figura 25 muestra que cuando se
sobreexpresa el complejo laforina-malina, se produce un aumento
en la ubicuitinacién de la B-arrestina 1, indicando que el complejo
juega un papel en la regulacion de esta proteina por ubicuitinacion.
La ubicuitinacion de B-arrestina 1 que se observa en presencia de
inhibidores es mayor que la observada en ausencia de éstos, lo que

seria compatible con una degradacion de la B-arrestina 1 en
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ausencia de inhibidores. Sin embargo, los niveles totales de la
proteina en el extracto crudo son muy similares en ausencia o
presencia de inhibidores de la degradacion proteica, lo que apunta a
gue el destino mayoritario de la ubicuitinacién no es la degradacion.
Podriamos pensar que, al frenar la degradacion proteica, se
aumenta y favorece el incremento de ubicuitinacion de la B-arrestina

1 por estabilizacion de algin elemento adicional que

1 2 3 4 5

desconocemos.
Ubx6His + + + + + +
GFP-B-arrestina 1 - + + - + +
Flag Laforina + +
Flag Malina + - +
Inhibidores + + +
GFP (B-arrestina 1) " PROTEINAS
UBICUITINADAS
GFP (B-arrestina 1) — — — —
Rt
FLAG (Laforina/Malina) ) EXTRACTO
— CRUDO
—
Acting  omm— CE— S—
6

Figura 25. Los niveles de ubicuitinacion de la B-arrestina 1 aumentan en
presencia del complejo laforina-malina. Células Hek293 fueron transfectadas
con los plasmidos indicados. La mitad de las muestras (tres primeras calles) no
fueron tratadas con inhibidores de degradacion proteica durante cuatro horas
(MG132 10 uM, leupeptina 100 uM y NH4CI 20 mM) y el resto si (tres ultimas
calles). Las muestras se lisaron en presencia de Nonidet-P40 y cloruro de
guanidinio 6M y las proteinas ubicuitinadas fueron purificadas mediante una
cromatografia de afinidad y analizadas mediante western blot utilizando
anticuerpos anti-GFP (B-arrestina 1) (panel superior). Los extractos crudos (30
ug) fueron también analizados mediante western blot con anticuerpos anti-flag
(laforina y malina), anti-GFP (B-arrestina 1) y anti-actina (paneles inferiores).
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A continuacion, se planteo si el incremento de la ubicuitinacion de la
B-arrestina 1 tenia alguna consecuencia en los niveles de
ubicuitinacion de EAAT2 o GLT-1. Para comprobarlo, llevamos a
cabo un nuevo ensayo de ubicuitinacién en el cual se sobreexpresé
EAAT2, el complejo laforina-malina y la B-arrestina 1. Ademas,
también se sobreexpres6 Nedd4-2, proteina con la que la -

arrestina 1 interacciona y forma un complejo funcional.

En primer lugar, se analiz6 el nivel de ubicuitinacién de la
B-arrestina 1 cuando se expresaban también EAAT2 y Nedd4-2.
Como se aprecia en la Figura 26, el aumento de la ubicuitinacion de
la B-arrestina 1 se produce cuando ademas del complejo laforina-
malina se sobreexpresa EAAT2 y Nedd4-2 (calle 6) y no se da en

presencia Unicamente de EAAT2 y Nedd4-2 (calle 5).

En el mismo ensayo, una vez comprobada la ubicuitinacién de la
B-arrestina 1, se procedio a analizar los niveles de ubicuitinacion de
EAAT2 (figura 27). Se observé que el incremento de la
ubicuitinacion de EAAT2 que se da en presencia de laforina, malina
y Nedd4-2 (calle 4) no se acentla al sobreexpresar también la (-
arrestina 1 sino al contrario (calle 6). Esto sugiere que o bien la
ubicuitinacion de la B-arrestina 1 disminuye la ubicuitinacién de
EAAT2 en presencia de laforina y malina o bien, al ser EAAT2 y la
B-arrestina 1 sustratos del complejo laforina-malina, existe una
competicién por sustrato que hace que EAAT2 no llegue a estar tan

ubicuitinada.

Este mismo ensayo se realiz6 utlizando como sustrato de
ubicuitinacion la forma murina GLT-1 y se replico el resultado tanto

para la ubicuitinacion de la B-arrestina 1 (Figura 28) como para la
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ubicuitinacion de GLT-1 (Figura 29), apoyando asi los resultados

obtenidos.
pCMV-6xHis-Ub + + + + + +
pCDNA3-EAAT2 - + + + + +
FlagNedd4.2 - - + + + +
Flag Laforina - - - + - +
FlagMalina - - - + - +
GFP-p-arrestinat - - - - + +
— 260
— 135
PROTEINAS

—95

GFP (B-Arrestina 1)
—72

UBICUITINADAS

— 50

— Flag (Nedd4.2)

—_ GFP (B-Arrestina 1)

EXTRACTO
CRUDO
» EAAT2

: — Flag (laforina/malina)

1 2 3 4 5 6

Figura 26. Los niveles de ubicuitinacion de B-arrestina 1 estdn aumentados en
presencia de laforina-malina, Nedd4-2 y EAAT2. Células Hek293 fueron
transfectadas con los plasmidos indicados, tratadas con MG132 (10 uM),
leupeptina (100 uM) y NH4Cl (20 mM) durante 4 horas y lisadas en presencia de
Nonidet-P40 y cloruro de guanidinio 6M. Las proteinas ubicuitinadas fueron
purificadas mediante cromatografia de afinidad y analizadas por western blot,
utilizando anticuerpos anti-GFP y anticuerpo secundario anti-conejo unido a
HRP. Los extractos crudos (30 pg) fueron analizados asimismo por western
blot, utilizando anticuerpos primarios anti-flag (para detectar Nedd4.2, laforina y
malina), anti-EAAT2 y anti-GFP (B-arrestina 1). El panel superior corresponde a
las proteinas purificadas mediante la cromatografia y los inferiores a las
muestras de los extractos crudos.
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pCMV-6xHis-Ub
PCDNA3-EAAT2
FlagNedd4.2
Flag Laforina
FlagMalina

GFP-p-arrestinatl

PROTEINAS
UBICUITINADAS

Figura 27. La ubicutinaciéon de B-arrestina 1 por laforina-malina intrfiere con la
ubicuitinacion de EAAT2. Células Hek293 fueron transfectadas con
plasmidos indicados, tratadas con inhibidores de degradacién proteica durante
4 horas y lisadas en presencia de Nonidet-P40 y cloruro de guanidinio 6M. Las
proteinas ubicuitinadas fueron purificadas mediante una cromatografia de
afinidad y analizadas mediante western blot utilizando anticuerpos anti-EAAT2.

— 260

— 135

— 95

— 72

— 80

EAAT2

Los extractos crudos son los mismos que aparecen en la Figura 26.
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pCMV-6xHis-Ub + + + + + +

HA-GLT-1 - + + + + +
FlagNedd4.2 - - + + + +
Flag Laforina - - - + - +
FlagMalina - - - + - +
GFP-p-arrestinal - - - - + +

PROTEINAS .

UBICUITINADAS GFP (B-Arrestina 1)

‘ ‘ Flag (Nedd4.2)

—- GFP (B-Arrestina 1)
EXTRACTO
CRUDO
HA-GLT1
". R Flag (laforina/malina)

Figura 28. Los niveles de ubicuitinacién de B-arrestina 1 son dependientes de
laforina-malina. Células Hek293 fueron transfectadas con los plasmidos
indicados, tratadas con MG132 (10uM), leupeptina (100 uM) y NH4CI (20 mM)
durante cuatro horas y lisadas en presencia de Nonidet-P40 y cloruro de
guanidinio 6M. Las proteinas ubicuitinadas fueron purificadas mediante
cromatografia de afinidad y analizadas por western blot, utilizando anticuerpos
anti-GFP. Los extractos crudos (30 ug) fueron analizados asimismo por western
blot, usando anticuerpos anti-FLAG (Nedd4.2, laforina y malina), HA (GLT-1) y
anti-GFP (B-arrestina 1). El primer panel corresponde a las proteinas
purificadas mediante la cromatografia y los inferiores a las muestras de los
extractos crudos.
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pCMV-6xHissUb  +  +  + + + +

HA-GLT-1 - + + + + +
FlagNedd4 .2 - - + + + +
Flag Laforina - - - + - +
FlagMalina = . - + - +
GFP-p-arrestina1 - - - - + +
»
PROTEINAS Ty

UBICUITINADAS

Figura 29. La ubicuitinacion de B-arrestina 1 interfiere con la ubicuitinacion de
GLT-1. Células Hek293 fueron transfectadas con los plasmidos indicados,
tratadas con inhibidores de degradacion proteica durante 4 horas y lisadas en
presencia de Nonidet-P40 y cloruro de guanidinio 6M. Las proteinas
ubicuitinadas fueron purificadas mediante una cromatografia de afinidad y
analizadas mediante western blot utilizando anticuerpos anti-HA (GLT-1) (panel
superior). Los extractos crudos son los mismos que los mostrados en la Figura
28.

Los resultados mostrados en este apartado sugieren una
modificacién en el patrén de ubicuitinacion de EAAT2/GLT-1 cuando
se sobreexpresa el complejo laforina-malina que esta relacionado
con un cambio en la solubilidad del transportador. Esta modificacion
postraduccional parece ser independiente de la ubicuitinaciéon que
lleva a cabo Nedd4.2 y que ha sido previamente descrita. Todo ello
nos invita a pensar que, cuando existe una deficiencia en cualquiera
de las dos proteinas que conforman el complejo laforina-malina

como ocurre en la enfermedad de Lafora, la ubicuitinacion normal
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del transportador EAAT2/GLT-1 se encontrara alterada, lo cual
tendria consecuencias en su solubilidad y, como consecuencia, en

su funcionalidad.
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3. La homeostasis del glutamato esta afectada en

ratones Epm2b-/-.

Una vez obtenidos los resultados sobre la biologia molecular del
transportador GLT-1 tanto en astrocitos primarios como en lineas
celulares, decidimos comprobar si las alteraciones en la localizacién
subcelular y en las modificaciones post-traduccional de GLT-1
observadas tenian consecuencias fisiopatolégicas relevantes en
modelos animales de la enfermedad de Lafora. Para ello, se eligi6 el
modelo de ratébn Epm2b-/- ya que los resultados de trabajos previos
mostraban un fenotipo mas severo tanto en parametros patologicos de

la enfermedad como en neuroinflamacion.

3.1- GLT-1 estd aumentado en ratones Epm2b-/-.

La primera aproximacion para conocer el estado de GLT-1 en
ratones Epm2b-/- fue estudiar su expresion proteica en cerebro.
Para ello, se llevé a cabo una inmunohistoquimica en cerebros de
ratones de diferentes edades (16 dias, 3 meses y 12 meses) que
habian sido fijados, parafinados y cortados con microtomo tal y
como se describe en Material y Métodos. Se eligieron estas tres
edades porque la enfermedad de Lafora es neurodegenerativa y se
gueria comprobar si existia un cambio de expresion de GLT-1
asociado a la edad. Por ello, se eligié una edad representativa de lo
gue ocurre en el ratén antes de llegar a ser adulto (16 dias), otra del
adulto joven (3 meses) y otra de adulto de mas edad (12 meses).
Para cada grupo de edad se tomaron cortes de al menos 3 ratones
de cada genotipo y se llevo a cabo la inmunodeteccion de tipo ABC
con anticuerpos anti-EAAT2 (capaz de reconocer también la forma
murina GLT-1), una tincidon posterior con hematoxilina, fijacion y
toma de fotos. En el analisis de las imagenes nos centramos

solamente en el hipocampo, una regiébn cuya afectacion se ha

118



Resultados

asociado previamente con epilepsia. Como muestra la Figura 30, se
observé una mayor expresion de GLT-1 (color marrén) en los
ratones Epm2b-/- respecto a los ratones Epm2b+/+ en la region CA3
a todas las edades, aunque era mas llamativa cuanto mayor era la
edad. La diferencia también aumentaba cuanto mas cerca del giro
dentado nos encontrdbamos. Ademas, se observa un mayor
marcaje de las denominadas mossy fibers (MF) del giro dentado en
todos los casos, especialmente llamativa en los ratones de 12
meses. La diferencia a nivel del CAL, por el contrario, no resulta
relevante en ninguno de los casos. Todo esto nos indica una
desregulacion en la homeostasis de GLT-1, el cual se encuentra
aumentado en el cerebro de los ratones desde edades muy

tempranas.

Por otra parte, llevamos a cabo también un analisis mediante gPCR
de los niveles de mRNA de GLT-la y GLT-1b en hipocampo de
ratones de 16 dias, 3 meses y 12 meses para comprobar si este
aumento de los niveles de proteina de GLT-1 en los ratones Epm2b-
/- se correspondia con una mayor expresion génica. En la Figura 31
se muestra que no hay cambios en la expresién de GLT-1a a los 16
dias 0 3 meses, pero si se observa un incremento en los niveles de
mMRNA de GLT-1a a los 12 meses. GLT-1b, en cambio, se encuentra
a niveles por debajo de los limites de deteccion a los 16 dias. Sin
embargo, tanto a los 3 como a los 12 meses los niveles de GLT-1b
son detectables y muestran una mayor expresion en ratones
Epm2b-/- que en Epm2b+/+. Estos datos invitan a pensar que la
forma de GLT-1 que se encuentra aumentada en los ensayos
inmunohistoquimicos es inicialmente GLT-1b. Con la edad, la

isoforma GLT-1a también aumentaria.
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Epm2b+/+

16 dias

Epm2b-/-

Epm2b+/+

3 meses

Epm2b-/-

Epm2b+/+

12 meses

Epm2b-/-
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Figura 31. Niveles de cDNA de GLT-1la y GLT-1b de hipocampo de ratones
Epm2b+/+ y Epm2b-/- de 16 dias, 3 meses y 12 meses. Se extrajo mRNA del
hipocampo de ratones de las edades indicadas, se retrotranscribio y se llevo a
cabo una qPCR como se describe en Material y Métodos. En las graficas
aparece el valor medio de expresion de GLT-1a o GLT-1b respecto al gen de
referencia HPRT y respecto al control, que toma como valor 1, para una n=3-7
ratones y las desviaciones estandar correspondientes. La linea discontinua que
aparece en todos los gréaficos corresponde al valor de expresién de la isoforma
de GLT-1/HPRT del control. El andlisis estadistico se hizo con una t-Student de
dos colas. (*=p-valor<0,05).

W Epm2hb+/+
OEpm2b-/-

{ Figura 30. GLT-1 esta aumentado en el hipocampo de ratones Epm2b-/-.

Inmunohistoquimica de GLT-1 en hipocampo de ratones Epm2b+/+ y Epm2b-/-
de 16 dias, 3 meses y 12 meses de edad. Se llevd a cabo una inmunodeteccion
con el sistema ABC en cortes sagitales de cerebro parafinados utilizando el
anticuerpo anti-EAAT2 y contratifiendo con hematoxilina. El color marrén indica
la presencia de GLT-1 y el azul marca las estructuras celulares &cidas. El
nombre de la regién del hipocampo se indica arriba: CA1, CA3 y GD (giro
dentado). Barra: 100 um. Las flechas negras sefialan puntos donde hay
diferencias de marcaje de GLT-1 entre ratones Epm2b+/"+ y ratones Epm2b-/-.
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3.2- El aumento de GLT-1 en hipocampo de ratones

Epm2b-/- se da en neuronas y no en astrocitos.

El patron de expresion de GLT-1 que se habia observado en la
Figura 30 no parecia seguir el patron habitual de una proteina
astrocitaria, por lo que se decidié analizar en qué tipo celular tenia
lugar el aumento de expresion de GLT-1. Para ello, se llevaron a
cabo inmunodetecciones de dos proteinas a la vez sobre cerebros
de animales Epm2b+/+ y Epm2b-/- de 12 meses, siendo una de
ellas un marcador de tipo celular (neuronal o astrocitario) y la otra
GLT-1. Como marcador de neuronas se eligi6 NeuN y como
marcador de astrocitos, la glutamina sintetasa (GS). Tras realizar la
deteccion con fluorescencia, se tomaron las fotos utilizando un
microscopio confocal y se analizé en qué células se localizaba
GLT-1 en la region CA3 del hipocampo, donde se habia observado
previamente el incremento de GLT-1. Como muestra la Figura 32,
las células que expresan GLT-1 son aquellas que expresan NeuN
(marcador de neuronas). Ademas, las células que expresan GS,
marcador de astrocitos, no colocalizan en su mayoria con GLT-1.
Este resultado indica que el incremento de la expresién de GLT-1
observado en ratones Epm2b-/-, se da mayoritariamente en

neuronas y no en astrocitos.
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Resultaédos

Epm2b+/+

NeuN
Epm2b+/+

Epm2b-/-

Figura 32. Colocalizacion de GLT-1 con neuronas (NeuN) y no con astrocitos (GS) en

la zona CA3 de ratones Epm2b+/+ y Epm2b-/- de 12 meses. a) Inmunodeteccion con

GS (marcador de células gliales) en y GLT-1 en rojo. Los nucleos se tifieron con
DAPI en azul. La superposicion muestra las tres imégenes combinadas. b)
Inmunodeteccion con NeuN (marcador de neuronas) en y GLT-1 en rojo. Los
ndcleos se tifieron con DAPI en azul. La superposicion muestra las tres imagenes

combinadas.
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3.3- Estado de otros transportadores de glutamato en

hipocampo de ratones Epm2b-/-.

Aunque GLT-1 es el principal transportador de glutamato presente
en el sistema nervioso central y el mayoritario en el hipocampo,
existen otras proteinas que cumplen este cometido. Para saber si
alguna de éstas podria estar compensando las alteraciones
observadas en GLT-1, decidimos analizar la expresién tanto de
MRNA como de proteina de GLAST (EAAT1 en humanos), el
segundo transportador de glutamato astrocitario en importancia, y
EAAC1 (EAAT3 en humanos), un transportador neuronal de

glutamato, en el hipocampo de ratones Epm2b-/- de 12 meses.

Para analizar los niveles de mRNA se llevdé a cabo una gPCR
utilizando cDNA procedente de hipocampo para detectar los niveles
relativos de GLAST y EAACL1 en ratones Epm2b-/- de 16 dias, 3 y
12 meses respecto a los niveles de Epm2b+/+ de ratones de la

misma edad.

En la Figura 33 se muestran los resultados de este ensayo, en los
cuales no aparecen diferencias significativas en los niveles de
GLAST o EAACL1 en el hipocampo de ratones Epm2b+/+ y ratones
Epm2b-/- a 16 dias, 3 meses o 12 meses. Sin embargo, a los 12
meses se observa una tendencia a la disminucién de los niveles de
EAAC1 en ratones Epm2b-/- que, aunque no llega a ser
significativa, podria correlacionarse con la pérdida de neuronas

asociada a la neurodegeneracion.

Para valorar la expresion proteica de GLAST y EAACL en ratones
Epm2b-/-, se llevd a cabo una inmunohistoquimica en cortes

parafinados de cerebros de ratones de 12 meses, utilizando
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anticuerpos anti-EAAT1 o anti-EAAT3, que aunque ambos estan
disefiados para reconocer a la proteina humana, son capaces de
unirse también a la forma murina. A continuacion se contratifieron
con hematoxilina y se fotografio el hipocampo para obtener el
resultado que se muestra en la Figura 34. En esta imagen se ve
que ni en el caso de GLAST ni en el de EAAC1 hay diferencias de
expresion entre ratones Epm2b+/+ o ratones Epm2b-/-. Ademas, los
patrones de expresion son completamente diferentes a los
observados para GLT-1, lo que descarta la posibilidad de que el
anticuerpo anti-EAAT2 esté reconociendo otras proteinas paralogas

de manera inespecifica.
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Figura 33. Niveles de cDNA de GLAST y EAAC1 de hipocampo de ratones
Epm2b+/+ y Epm2b-/- de 16 dias, 3 meses y 12 meses. Se extrajo mRNA del
hipocampo de ratones de las edades indicadas, se retrotranscribio y se llevé a
cabo una gPCR como se describe en Material y Métodos. En las graficas
aparece el valor medio de expresién de GLAST o EAAC1 respecto al gen de
referencia HPRT y respecto al control, que toma como valor 1, para una n=3-7
ratones y la desviacién estandar correspondiente. La linea discontinua que
aparece en todos los gréficos corresponde al valor medio de expresion del gen
de interés en el control y es igual a 1. El analisis estadistico se hizo con una t-
Student de dos colas (*p-valor<0,05).

GLAST EAAC1

Epm2b+/+

Epm2b-/-

F /
P . it

Figura 34. Inmunohistoquimica de GLAST y EAACL1 en hipocampo de ratones
Epm2b+/+ y Epm2b-/- de 12 meses de edad. Se llevd a cabo una
inmunodeteccion con el sistema ABC en cortes sagitales de cerebro
parafinados utilizando anticuerpos anti-EAAT1 o anti-EAAT3 y contratifiendo
con hematoxilina. El color marrén indica la presencia de GLAST en las
fotografias de la izquierda y EAAC1 en las de la derecha. El azul marca las
estructuras celulares acidas. Barra: 200 um.
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3.4- Los niveles de glutamato extracelular se encuentran

aumentados en el hipocampo de ratones Epm2b-/-.

Todos los resultados obtenidos hasta ahora apuntaban a una
desregulacion del transportador GLT-1 tanto en astrocitos como en
neuronas en ratones Epmz2b-/-. Sin embargo, hasta este momento
no se tenia evidencia de una alteracién en los niveles de glutamato
en el cerebro de estos ratones. Para poder conocer los niveles de
este neurotransmisor in vivo en ratones Epm2b-/- adultos se llevo a
cabo una técnica conocida como microdidlisis. Mediante una sonda
implantada en el hipocampo de los ratones, esta técnica permite
recoger fracciones de liquido cefalorraquideo y analizar los niveles
de neurotransmisores mediante HPLC (high performance liquid
chromatography = cromatografia liquida de alta eficacia). El
glutamato es una molécula que, ademas de funcionar como
neurotransmisor, tiene importantes funciones metabdlicas, por lo
que detectar pequefas diferencias en los niveles de esta molécula
supone una limitacién técnica. Para solucionar este problema, se
utilizan farmacos que afectan a la homeostasis del glutamato y se
valoran las diferencias en los niveles de glutamato entre los

diferentes genotipos de ratones en presencia de estos farmacos.

En nuestro caso, hemos trabajado con dos farmacos: el
dihidrokainato (DHK), un inhibidor selectivo de GLT-1, y el
pentilentetrazol (PTZ), un compuesto epileptogénico inhibidor de
receptores GABA, para el que nuestro modelo murino muestra una

mayor sensibilidad (Garcia-Cabrero et al., 2014).

Para realizar este ensayo, trabajamos en colaboracioén con el grupo
del Dr. Francisco Artigas en el Instituto de Investigaciones

Biomédicas de Barcelona-CSIC. Utilizamos ratones adultos de 9
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meses de edad (+/- 14 dias) a los que implantamos una sonda en el
hipocampo como se explica en Material y Métodos y administramos
localmente DHK a diferentes dosis (0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM y 3mM),

mientras se analizaban los niveles de glutamato presentes.

Los resultados obtenidos y mostrados en la Figura 35 reflejan
mayores niveles de glutamato extracelular en el hipocampo de
ratones Epm2b-/- respecto a los ratones Epm2b+/+ cuando se
administra el inhibidor de GLT-1 DHK, confirmando nuestra

hipotesis.

Los mismos ratones utilizados para el ensayo con DHK, fueron
utilizados después de un reposo de 24 horas para cuantificar los
niveles de glutamato tras la administracion intraperitoneal del
compuesto epileptogénico PTZ a dos dosis distintas: 10 mg/kg y 30
mg/kg.

La Figura 36 muestra una tendencia de los ratones Epm2b-/- (linea
azul) a tener niveles de glutamato superiores al control cuando se
induce farmacolégicamente la epilepsia con PTZ, tanto con
concentraciones inferiores (10 mg/kg) como superiores (30 mg/kg),

qgue resulta significativa s6lo en el caso de la dosis inferior (10

mg/kg).

Como conclusién, podemos afirmar que existe una desregulacion en
los niveles tanto de mMRNA como de proteina GLT-1 en el
hipocampo de ratones Epm2b-/-, de modo que aumentan los niveles
de GLT-1 en neuronas del hipocampo. Ademas, esto se
correlaciona con un incremento de los niveles extracelulares de
glutamato en el hipocampo de ratones Epm2b-/- respecto a los

controles Epm2b+/+ en presencia de DHK y PTZ. Todo esto apunta
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a que las alteraciones descritas en modelos celulares a lo largo de
la tesis tienen consecuencias también a nivel fisiologico en modelos

animales de la enfermedad de Lafora.
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Figura 35. Los niveles de glutamato en hipocampo de ratones Epm2a-/- son
superiores a los niveles de glutamato de ratones Epm2b+/+ cuando se administra
DHK. a) Histograma que muestra los niveles medios de glutamato en porcentaje
respecto al basal sin la aplicacion del farmaco, estando éste representado como una
linea punteada en el 100%. La linea negra corresponde a los valores de glutamato de
ratones Epm2b+/+ y la linea azul a los de ratones Epm2b-/-. Cada una de las franjas
coloreadas en amarillo representa la concentracion de DHK administrada localmente,
gue va en orden creciente. Los nimeros en el eje de abscisas indican el intervalo de
tiempo al cual se tomaban las muestras, donde cada fraccion representa 10 minutos.
Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores cruzados. *p-valor<0,05 para Epm2b+/+
respecto a Epm2b-/-. b) Gréfico de barras donde se representan los valores medios de
glutamato en porcentaje respecto al basal para cada uno de los genotipos a las
diferentes concentraciones. Las barras negras representan a los ratones Epm2b+/+ y
las azules a los ratones Epm2b-/-. Andlisis estadistico. ANOVA de dos factores
cruzados con un andlisis post hoc con el test de Duncan. No se encontraron
diferencias significativas a ninguna dosis.
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Figura 36. Los niveles de glutamato en hipocampo de ratones Epm2b-/- son
superiores a los de ratones Epm2b+/+ a concentraciones bajas cuando se
administra PTZ. a) Histograma que muestra los niveles medios de glutamato en
porcentaje respecto al basal sin la aplicacion del farmaco, estando el basal
representado como una linea discontinua en el 100%. La linea negra
corresponde a los valores de glutamato de ratones Epm2b+/+ y la linea azul a
los de ratones Epm2b-/-. La linea vertical discontinua indica el momento de
administracion intraperitoneal de PTZ y la concentracion de farmaco
administrada. Los nimeros en el eje de abscisas indican el intervalo de tiempo
al cual se tomaban las muestras, donde cada fraccion representa 10 minutos.
Analisis estadistico. ANOVA de dos factores cruzados. No hay diferencias
significativas cuando se comparan Epm2b+/+ con Epm2b-/-. b) Gréafico de
barras donde se representan los valores medios de glutamato en porcentaje
respecto al basal para cada uno de los genotipos a las diferentes
concentraciones administradas. Las barras negras representan los ratones
Epm2b+/+ y las azules los ratones Epm2b-/-. Analisis estadistico: ANOVA de
dos factores cruzados con un analisis post hoc con el test Holm-Sidak. * = p-
valor<0,05.
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DISCUSION

1. Alteracidon del metabolismo del glutamato en

astrocitos Epm2a-/-y Epm2b-/-.

En este trabajo se ha demostrado la reactividad astrocitaria
presente en el hipocampo de ratones modelo para la enfermedad de
Lafora. La astrogliosis es un fenbmeno ampliamente descrito en
diferentes formas de epilepsia (Bedner et al., 2015; Coulter y Eid,
2012) y en diversas enfermedades neurodegenerativas. En ciertas
patologias, este proceso puede llevar a afectaciones de las
funciones homeostaticas que los astrocitos desempefian en el
sistema nervioso, especialmente cuando la astrogliosis llega a ser
cronica (Pekny y Pekna, 2014). Sin embargo, cada proceso
fisiopatologico desencadena una respuesta diferente por parte de
los astrocitos reactivos y en cada enfermedad se tiene que estudiar
qué funcion de los astrocitos se puede ver comprometida por esta
respuesta (Verkhratsky et al., 2016). De hecho, en el caso de la
epilepsia existe controversia sobre si existe 0 no una afectacion de
la captacion de glutamato y de sus transportadores, ya que
diferentes autores han hallado resultados contradictorios al respecto
(Coulter y Steinhauser, 2015).

Este estudio constituye por tanto un nuevo ejemplo de epilepsia en
el que la reactividad astrocitaria esta asociada a una disminucién de
la capacidad de los astrocitos para captar glutamato. Los ensayos
donde se demuestra esta alteracion se han realizado en astrocitos

primarios cultivados en placa que habitualmente se encuentran ya
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en forma reactiva (Lange et al., 2012), por lo que reproducirian con
fidelidad este aspecto del estado del astrocito. No obstante, trabajar
con cultivos primarios de astrocitos en placa presenta también
ciertas limitaciones. Por un lado, se trabaja con un solo tipo celular,
el astrocito, cuando el cerebro esta formado por muchos tipos
celulares diferentes, capaces de comunicarse entre si e influir en la
funcion de la célula vecina. Asi pues, los astrocitos utilizados no
estan variando su capacidad de captar glutamato en funcion del
glutamato liberado por las neuronas presinapticas, como ocurre en
el cerebro, sino que dependen Unicamente del estado del propio
astrocito y del medio que se le proporcione (Araque et al., 2000;
Murphy-Royal et al., 2015). Por otra parte, los astrocitos en placa
dejan de tener una estructura tridimensional y pasan a ser
bidimensionales disminuyendo sus ramificaciones, especialmente
los procesos mas finos que son los que suelen estar en las sinapsis
(Lange et al.,, 2012). GLT-1/EAAT2 suele expresarse en estas
estructuras del astrocito, por lo que la expresion de GLT-1 suele ser
menor en astrocitos en placa, aunque esto se puede compensar con
la adicion de cAMP al medio, tal y como se describe en Material y

Métodos.

En este trabajo se ha determinado la cantidad de GLT-1 en la
superficie de astrocitos primarios por citometria de flujo, que ha
demostrado ser una metodologia eficaz y con ventajas respecto a
otras técnicas utlizadas para determinar la presencia de una
proteina en la superficie celular, como los ensayos de biotinilacion o
el fraccionamiento de membranas. Por una parte, se realiza una
cuantificacion de la proteina presente en cada una de las células en
lugar de obtener el resultado medio de un extracto de proteinas

como ocurre con otras técnicas. Ademas, el método de estimacion
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de la cantidad de GLT-1 es fluorescente y, por tanto, cuantitativo y
no semi-cuantitativo como ocurre con el western blot que se utiliza
en el resto de técnicas. Por otra parte, se evita la contaminacién de
la muestra con diferentes fracciones distintas de la membrana
plasmética y se puede comprobar la integridad de la membrana
llevando como control en paralelo una placa que sigue el mismo
procedimiento de marcaje y se analiza mediante microscopia
confocal. Por dltimo, la citometria permite seleccionar poblaciones
segun su tamafio y fluorescencia, por lo que podemos seleccionar y
separar células que han sido transfectadas con un plasmido que
contiene una proteina fluorescente y trabajar con modelos celulares
que son mas dificiles de transfectar. Por todas estas razones,
consideramos que la metodologia empleada para cuantificar las
proteinas en superficie en cultivo de astrocitos primarios no sélo es
vélida sino que presenta ventajas respecto a otras metodologias

convencionales.

Utilizando esta metodologia, hemos podido demostrar que la
disminucion en la captacion de glutamato que se observa en
astrocitos Epm2a-/- y Epm2b-/- respecto a los control se debe a una
disminucion de GLT-1 en la membrana plasmatica de los astrocitos.
Puede resultar sorprendente que la disminucién de la captacién de
glutamato no se deba a la disminuciéon de la cantidad total de
transportador sino a su cambio de localizacion. Sin embargo, el
fenédmeno aqui descrito no es exclusivo de la enfermedad de Lafora,
ya que se han descrito alteraciones en la localizacién y endocitosis
de GLT-1 en otras enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Alzheimer (Scimemi et al., 2013) o ELA (Vanoni et
al.,, 2004), sin que se vea alterada la cantidad total de proteina o

mensajero. Este trabajo es pues una evidencia mas de que la
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localizacion de GLT-1 en la superficie celular estd finamente
regulada y su alteracibn puede tener consecuencias
fisiopatolégicas, por lo que resulta esencial conocer en profundidad
los mecanismos moleculares que permiten este trafico del receptor

entre la membrana plasmaética y organulos intracelulares.

A priori podriamos pensar que la disminucion de GLT-1 en la
membrana se debe exclusivamente al estrés asociado a la
activacion del programa de respuesta de los astrocitos a
condiciones de inflamacion en una enfermedad neurodegenerativa y
no a que el complejo laforina-malina forme parte de la maquinaria
molecular relacionada con el transporte celular de GLT-1. Sin
embargo, la complementacion de astrocitos Epm2b-/- con malina
humana permite recuperar los niveles normales de GLT-1 en la
superficie, lo que indica que la disminucion de GLT-1 en la
membrana plasmatica de astrocitos Epm2b-/- no es Gnicamente una
consecuencia de la reactividad de los astrocitos, sino que malina
interviene en el mecanismo de control de la localizacion de GLT-1.
Ademas, la complementacion con mutantes de malina en astrocitos
Epm2b-/- no fue capaz de revertir el fenotipo observado, por lo que
tener una malina funcional resulta esencial para poder localizar
GLT-1 con normalidad en la membrana. Igualmente, los ensayos
realizados en otros modelos celulares, como neuroblastoma (SH-
SY5Y) o células embrionarias de rifidon (Hek293), en los que se
sobreexpresa el complejo laforina-malina o se silencia laforina,
demuestran que la alteracion en la localizacion de GLT-1 depende
directamente de la presencia y actividad del complejo laforina-
malina en diferentes tipos celulares y no sélo en astrocitos reactivos.
Ademas, el papel de laforina-malina en el proceso se encuentra

conservado en ratones y humanos, ya que los resultados son
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similares en células de ambos origenes, lo que sugiere un papel

importante en el proceso de regulacion.

2. Participacion de laforina-malina en la regulacion de

la endocitosis de GLT-1: nuestra hipotesis.

Conocer la regulacién de la endocitosis de GLT-1 ha despertado
mucho interés en los Ultimos afios, dada la importancia de este
transportador en la regulacion de los niveles de glutamato
extracelulares e intracelulares, que a su vez se relacionan con la
respuesta en la célula postsinaptica, la recuperacion del glutamato y
el GABA en neuronas presinapticas, el metabolismo energético y el
estado redox de la célula. Por ello, cada vez se conocen mas
elementos que forman parte de los mecanismos de control de GLT-
1, pero desgraciadamente se sigue sin esclarecer cual es la relacion
funcional entre todos ellos. Asi, llegar a entender cémo funciona la
endocitosis de GLT-1 se ha convertido en un puzzle al cual este
trabajo contribuye afiadiendo un nuevo elemento: la ubicuitinacion
de GLT-1 dependiente de laforina-malina. Con todas las piezas de
las que disponemos, proponemos un modelo hipotético de

regulacion de GLT-1.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un aumento de
ubicuitinacion tanto de GLT-1 como de EAAT2 en presencia del
complejo laforina-malina. Esta ubicuitinacion provoca que GLT-
1/EAAT2 pase a ser mas insoluble, ya que la proteina ubicuitinada
en presencia de laforina-malina no puede extraerse si no hay
detergentes no iénicos, como el Nonidet-P40, en el tampdn de lisis.

Se ha descrito que GLT-1 se puede localizar en lipid rafts o balsas
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lipidicas, aunque se desconoce las implicaciones fisioldgicas que
esta localizacion pueda tener en la funcionalidad de GLT-1
(Zschocke et al., 2005). Los mecanismos moleculares que regulan
la inclusién de GLT-1 en las balsas lipidicas se desconocen hasta la
fecha. Basandonos en los resultados obtenidos, nosotros
proponemos que la ubicuitinacion de GLT-1 observada en presencia
del complejo laforina-malina promueve la redistribucion GLT-1 hacia
balsas lipidicas y por ello pasa a ser mas insoluble. Este cambio en
el subdominio de la membrana plasmatica podria relacionarse con
la capacidad del transportador para ser endocitado, ya que en otros
transportadores de aminoacidos como GLYT2 se ha descrito un
mecanismo de regulacion de la endocitosis dependiente de su
asociacion a balsas lipidicas (De Juan-Sanz et al., 2011). En este
mecanismo, cuando el transportador se encuentra en las balsas
lipidicas tiene lugar una endocitosis constitutiva, mientras que
cuando el transportador no esta en esta localizacion, tiene lugar una
endocitosis acelerada dependiente de ubicuitinacion (De Juan-Sanz
et al., 2011). En este mismo ejemplo, la endocitosis constitutiva y la
dinamica tienen diferentes destinos. En la endocitosis constitutiva el
transportador permanece asociado a las balsas lipidicas en las
estructuras subcelulares de reciclaje, permaneciendo en un pool
cercano a la membrana, donde puede reincorporarse rapidamente si
es necesario. La endocitosis acelerada o dinamica, en cambio,
destina al transportador a degradacion lisosomal o a algun tipo de
inactivacion. Mecanismos similares de regulacion de otros
receptores de membrana que son también sustratos de Nedd4,
como EGFR, han sido previamente descritos en la bibliografia (Katz
et al., 2002; Mineo et al., 1999).
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Si el complejo laforina-malina se viese implicado en un mecanismo
de regulacion de GLT-1 similar como el sugerido, en ausencia de
laforina 0 malina GLT-1 no se redistribuiria en las balsas lipidicas,
se endocitaria mas rapidamente y habria menos GLT-1 disponible
en la membrana, tal y como observamos en los astrocitos Epm2a-/-
y Epm2b-/-. Por el contrario, cuando sobreexpresasemos laforina-
malina, GLT-1 pasaria a asociarse a las balsas lipidicas y su tasa de
endocitosis seria mucho menor, por lo que quedaria retenido en la
membrana, tal y como vemos en las células SH-SY5Y que

sobreexpresan el complejo.

Ademas, este trabajo demuestra que la ubicuitinacion inducida por
laforina-malina no marca la proteina para degradacion, ya que la
cantidad de EAAT2/GLT-1 ubicuitinado en presencia y ausencia de
inhibidores de la degradacion proteica no varia. Este resultado
concuerda con nuestra hipétesis de que la ubicuitinaciéon de GLT-1
en presencia de laforina-malina estaria sefializando la inclusién de
este transportador en las balsas lipidicas, donde no estaria
accesible para ser marcado para la endocitosis dependiente de

ubicuitinacion por Nedd4.2 y posterior degradacion.

Por otra parte, el complejo laforina-malina parece jugar también un
papel sobre la proteina B-arrestina 1, una proteina puente que
permite la accion de Nedd4.2 sobre GLT-1. Esta modificacion de la
B-arrestina-1 por el complejo laforina-malina provoca una
disminucion de la ubicuitinacién de GLT-1. No resulta extrafio que el
complejo laforina-malina esté participando de manera dual en la
regulacién de la endocitosis de GLT-1, ya que existen otras
proteinas que actian de un modo similar en otros transportadores

(De Juan-Sanz et al., 2011). El complejo laforina-malina es capaz de
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etiquetar la B-arrestina 1 y esto podria impedir que dicha proteina
llevase a cabo su papel de mediar en la interaccién entre Nedd4.2 y
GLT-1/EAAT?2. Por lo tanto, esta modificacion de la B-arrestina 1 por
parte del complejo laforina-malina estaria disminuyendo la
endocitosis de GLT-1/EAAT2 dependiente de Nedd4.2 y su posterior
degradacion. Por ello, los dos papeles del complejo laforina-malina
en el proceso de endocitosis de GLT-1 favorecen que el
transportador permanezca de forma estable en la membrana y en

estructuras asociadas.

Sin embargo, no se puede descartar que la disminucién de la
ubicuitinacion de GLT-1/EAAT2 en presencia de B-arrestina 1
ubicuitinada se deba a que al ser la B-arrestina 1 y GLT-1/EAAT2
sustratos del complejo laforina-malina, exista una competicion entre
ambos sustratos. Asi, GLT-1/EAAT2 estaria menos ubicuitinada en
presencia del complejo laforina-malina porgue éste tiene un sustrato
mas que ubicuitinar y deja de ser tan eficiente en llevar a cabo la
ubicuitinacion de GLT-1/EAAT2.

En nuestro modelo, la ubicuitinacion de GLT-1 en presencia de
laforina-malina seria diferente de la ubicuitinacion de Nedd4.2 que

induce la endocitosis acelerada y que ha sido ampliamente descrita.

Aunque la mayoria de los resultados se explican con el modelo
propuesto, faltaria explicar por qué cuando se sobreexpresan GLT-
1/EAAT2 y Nedd4.2 se puede apreciar una ubicuitinacion muy débil
del transportador, en contra de los resultados obtenidos por otros
investigadores. Una posibilidad es que esta ubicuitinacion sea
cuantitativamente menos importante que la que se induce en

presencia del complejo laforina-malina. En cualquier caso, lo que
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parecen demostrar nuestros resultados es que la relacion entre

Nedd4.2 y laforina-malina no es directa en nuestro modelo.

En resumen, nuestra hipotesis (Figura 37) propone que laforina-
malina participan en la ubicuitinacion de GLT-1/EAAT2 que conduce
a la proteina a situarse en balsas lipidicas, donde es mas insoluble y
puede reciclarse de forma constitutiva. En ausencia del complejo
laforina-malina, GLT-1 se situaria preferentemente fuera de las
balsas lipidicas donde, seria sustrato de la ubicuitinacion por parte
de Nedd4.2 y proteinas auxiliares como la B-arrestina-1, siendo
endocitado rapidamente y llevado a degradacibon o a
compartimentos donde se inactiva. EI complejo laforina-malina tiene
un papel dual en este proceso, ya que también es capaz de
ubicutinar a la B-arrestina-1, lo que podria provocar una disminucion
en su capacidad para mediar la interaccién entre Nedd4.2 y
GLT-1/EAAT2, disminuyendo asi el ritmo de ubicuitinacion de
GLT-1/EAAT2 por Nedd4.2 y su endocitosis acelerada. En ausencia
del complejo laforina-malina, la B-arrestina-1 estaria libre de
modificacidn y favoreceria la endocitosis, por lo que habria menos

GLT-1 en la membrana.
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endocitosis
acelerada

Figura 37. Modelo hipotético de endocitosis de GLT-1 en presencia de laforina-
malina. GLT-1 puede situarse fuera de las balsas lipidicas, donde es sustrato
de ubicuitinacion por parte de Nedd4.2 a través de un anclaje por la B-arrestina
1. Esta sefializacion favorece la endocitosis que lleva a la poteina a
degradacion proteica. GLT-1 cambia su localizacién hacia las balsas lipidicas
tras una ubicuitinacion por parte del complejo laforina-malina. Desde las balsas
lipidicas se favorece la endocitosis constitutiva, en la cual GLT-1 quedaria
integrado en membranas de endosomas para retornar a la membrana cuando
se necesita una rapida respuesta. El complejo laforina-malina también
ubicuitina a la B-arrestina 1 para su inactivacion. Simbolos: U = ubicuitina, B-arr
1= B-arrestina-1. Imagen propia a partir de modelos disponibles en Servier
Medical Art.
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Por ultimo, hay que comentar que aunque en la tesis la mayoria de
ensayos de ubicuitinacion se realizan empleando Nedd4-2 como E3-
ubicuitin ligasa de GLT-1, es cierto que hasta la fecha no ha sido
descartada la ubicuitinacion de GLT-1 por el paradlogo de Nedd4-2,
Nedd4. Ambas E3-ubicuitin ligasas ubicuitinan sustratos
etiquetandolos para su endocitosis (Donovan y Poronnik, 2013).
Aunque se han descrito sustratos que son ubicuitinados solo por
una de las dos proteinas, también los hay que estan sujetos a la
regulacién por parte de ambas proteinas (Persaud et al., 2009; Yang
y Kumar, 2010). Nuestros resultados se han realizado
principalmente utilizando Nedd4-2 porque es la E3-ubicuitin ligasa
para GLT-1 que se ha descrito en la bibliografia. No obstante,
también hemos encontrado un aumento de la expresion de Nedd4
en el hipocampo de ratones Epm2a-/- y Epm2b-/-, lo que sugiere
que una ausencia de cualquiera de los elementos del complejo
laforina-malina est4 influyendo en la homeostasis de esta proteina,
algo que debe ser estudiado en mas profundidad. Por todo esto,
seria interesante comprobar si Nedd4 también es capaz de
ubicuitinar a EAAT2/GLT-1.

3. La homeostasis de los transportadores de

glutamato en ratones Epm2b-/-.

Para completar todos los resultados obtenidos hasta ahora en los
que hemos utilizado cultivos celulares de astrocitos primarios o
lineas celulares estables, consideramos que el siguiente paso era
comprobar en un modelo mas complejo el estado de GLT-1 y la
homeostasis de glutamato. Para ello, utilizamos ratones Epm2b-/-

de diferentes edades. La enfermedad de Lafora es un desorden
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neurodegenerativo, por lo que se pensd que tener muestras de
ratones de diferentes edades permitiria valorar la evolucion de los
parametros de estudio a lo largo del tiempo. Se eligieron edades
representativas de la etapa juvenil (16 dias), adulto joven (3 meses)
y adulto de edad avanzada (12 meses). Por otra parte, todos los
ensayos se realizaron en machos, aunque seria interesante ampliar
los ensayos realizados utilizando también hembras ya que se ha
descrito que son mas susceptibles a la neuroinflamacion (Cole et al.,
2016; Pascual et al., 2016) y a que al iniciarse la enfermedad en la
adolescencia no se debe descartar un efecto hormonal en el
desencadenamiento de la enfermedad. No obstante, por cuestion de
tiempo y recursos, se utilizaron machos que presentan menos
variabilidad en los niveles hormonales y con los que, por tanto, se

obtienen resultados mas homogéneos.

Se analizaron los niveles de expresion de proteina de GLT-1 por
inmunohistoquimica en hipocampo de ratones de 16 dias, 3 meses
y 12 meses y se encontré que los ratones presentaban un aumento
de expresion de GLT-1 en la zona del CA3 y el giro dentado que se
hacia mas evidente a una mayor edad del animal. Ademas, se
demostr6 que este aumento se daba en neuronas y no en
astrocitos. Este resultado resultd sorprendente en un principio
porque hasta la fecha se ha asociado la epilepsia con una
disminucion de los niveles de GLT-1 (Proper et al., 2002). Nuestros
resultados previos en modelos celulares apuntaban a un
mantenimiento de los niveles de GLT-1 y no a un aumento como el
gue se observaba. El hecho de que las células que sobreexpresan

GLT-1 fueran neuronas y no astrocitos, merece una reflexion aparte.
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Durante muchos afios, se dud6 de la posibilidad de que las
neuronas expresasen transportadores de glutamato, ya que el
marcaje en estas células es minimo, especialmente si se compara
con astrocitos. Sin embargo, habia evidencias de que las neuronas
podian estar captando glutamato. Finalmente, se describid que
existia GLT-1 en los terminales axdnicos de neuronas maduras del
hipocampo y que éste era capaz de captar glutamato activamente
(Chen et al., 2004; Furness et al., 2008). No obstante, se desconoce
el papel fisiolégico que GLT-1 puede tener en las neuronas, ya que
la capacidad de captar glutamato en las sinapsis glutamatérgicas es
minima si se compara con la capacidad de los astrocitos. Ademas,
se han obtenido ratones KO para GLT-1 especificos de astrocitos y
especificos de neuronas y mientras los primeros presentan mayor
mortalidad, menor peso corporal y convulsiones generalizadas, los
segundos tenian una supervivencia normal, una ganancia de peso
habitual y no presentaban convulsiones (Petr et al., 2015). Todo ello
indica que el papel de GLT-1 en neuronas en condiciones

fisiolégicas no parece tener mucha relevancia.

El papel que GLT-1 pueda tener en condiciones fisiopatoldgicas en
las neuronas no se conoce en profundidad, ya que no se han hecho
ensayos al respecto con el ratbn KO de GLT-1 especifico de
neuronas, aunque hay evidencias que apuntan a que en ciertas
condiciones, el GLT-1 neuronal puede ser importante. Se ha
descrito que el GLT-1 neuronal puede estar aumentado cuando
existe una deficiencia del transporte de glutamato por parte de los
astrocitos (Pow et al., 2004; Rimmele and Rosenberg, 2016).
Ciertos estudios muestran que en condiciones de estrés o dafio
cerebral, proteinas tipicamente expresadas en astrocitos podian

pasar a expresarse en neuronas en un intento por compensar la
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falta de captacion de glutamato. Entre estas proteinas se
encontraria GLT-1, cuyo aumento de expresién en neuronas ya ha
sido descrito en enfermedades como Alzheimer (Pow and Cook,
2009; Thal, 2002) o hipoxia cerebral (Pow et al., 2004). Por ello, se
plantea un aumento de la expresion de GLT-1 neuronal en
condiciones de dafio con un papel protector que evita la
neurotoxicidad. Esto podria ser lo que ocurre en nuestro modelo

animal.

No obstante, tener una sobreexpresion de GLT-1 se ha asociado
también con dafios neuronales y muerte neuronal. En 2005, Selkirk
y colaboradores publicaron un estudio donde, en cultivos
organotipicos de hipocampo de raton, se sobreexpresaba GLT-1
especificamente en neuronas y se sometian a concentraciones
agudas de glutamato. Estos autores encontraron que la muerte
celular de las neuronas piramidales en la zona CA1 del hipocampo
aumentaba de forma dependiente a la concentracién de glutamato a
través de la activacion del receptor de NMDA (Selkirk et al., 2005).
Este ensayo evidenciaba el papel dual que puede ejercer GLT-1 en
la neurona. La explicacién que ofrece la comunidad cientifica a esta
aparente contradiccion es que probablemente GLT-1 se exprese en
neuronas como respuesta a un dafio y un aumento de glutamato en
la neurona. Sin embargo, en presencia de un dafio continuado, esta
aparente proteccion deja de ser tal y pasa a tener efectos deletéreos

para la célula, favoreciendo su muerte por excitotoxicidad.

En nuestro caso, el aumento de expresion que observamos en el
hipocampo se explicaria por defectos en la captacion de glutamato
en astrocitos. Este aumento lo encontramos a edades muy

tempranas y se incrementa con la edad. Segun esta hipétesis, seria
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de esperar que ese aumento mantenido en el tiempo estuviese
asimismo favoreciendo la muerte de neuronas por excitotoxicidad.

No obstante, esta hipotesis debe ser comprobada todavia.

Por otra parte, no se debe descartar que el GLT-1 que se encuentra
aumentado no sea funcional. Las neuronas, al carecer también del
complejo laforina-malina funcional, tendrian alterada la homeostasis
del transportador, presentando un aumento de la endocitosis
dindmica que puede tener como destino la degradacion lisosomal.
Se ha descrito que los ratones Epm2b-/- presentan una autofagia
disminuida. Las neuronas se han descrito como células
especialmente sensibles a una disminucién de la autofagia, por lo
que se puede suponer que en la enfermedad de Lafora, las
neuronas estan mas afectadas que los astrocitos por la disminucién
de la autofagia (Pan and Yue, 2014; Wong and Cuervo, 2010). Asi
pues, es posible que el aumento de GLT-1 en las neuronas sea
consecuencia del aumento de GLT-1 que se internaliza por falta de
laforina 0 malina sin poder llegar a ser degradado, por lo que no es
funcional y permanece en los endosomas sin llegar a degradarse

por autofagia.

El aumento de GLT-1 que se observa viene acompafiado también
de un aumento de los niveles de mRNA en el hipocampo. La
sensible técnica de la gPCR nos muestra un aumento de los niveles
de GLT-1b a los tres meses y un aumento de los niveles de GLT-1a
y GLT-1b a los 12 meses, siendo mas importante el aumento de la
segunda isoforma. Este aumento no se observa en ratones jovenes
(16 dias) y parece acrecentarse conforme se desarrolla la
enfermedad. Es importante destacar que este aumento del mRNA

de GLT-1 se corresponde con el aumento de la cantidad de proteina
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encontrado. Debido a que tanto el mMRNA de GLT-1a como el de
GLT-1b estan sometidos a una fina y adn no bien comprendida
regulacién postranscripcional, se observa frecuentemente que los
cambios observados a nivel transcripcional pueden no
corresponderse con los cambios a nivel de proteina (Lauriat y
Mcinnes, 2007). De hecho, la expresion de mRNA de GLT-1 en
neuronas es comun, mientras que la expresion de proteina sélo se
da en areas muy concretas del cerebro o en condiciones

fisiopatologicas.

En cualquier caso, este resultado nos invita a pensar que los
ratones Epm2b-/- presentan inicialmente un aumento de la
expresion de GLT1-b y que posteriormente también aumentan los
niveles de expresion de GLT-1a. El papel que puede jugar GLT1-b
en la homeostasis del glutamato todavia no esta claro, aunque si se
sabe que esta isoforma interacciona con proteinas diferentes de las
gue interaccionan con la proteina GLT-1a. GLT-1b se localiza en el
soma y no en los procesos de los astrocitos como GLT-1a (Schmitt
et al.,, 2002) y presenta patrones de expresiéon diferentes en
condiciones fisiopatologicas. O’Donovan y  colaboradores
describieron un aumento de los niveles de EAAT2b en neuronas
piramidales del cortex cingulado anterior de cerebros de pacientes
con esquizofrenia que no se observaba para ninguna de las otras
isoformas de EAAT1 o EAAT2 (O’Donovan et al., 2015). En ELA se
ha descrito que la caida de GLT-1a proteico va acompafada de un
aumento de GLT-1b en neuronas (Maragakis et al., 2004). En la
enfermedad de Alzheimer se ha encontrado también un aumento de
GLT-1b en neuronas y se propone que puede ser un mecanismo de
respuesta a un incremento del glutamato extracelular (Pow and

Cook, 2009). Todo esto invita a pensar que el aumento de GLT-1b

150



Discusion

en neuronas podria estar asociado con una respuesta al estrés que
supone una disminucion de la captacion de glutamato por parte de
GLT-1a.

En nuestro caso, no podemos afirmar que el aumento de GLT-1b
gue se observa se dé en neuronas y no en astrocitos, ya que la
gPCR se ha realizado a partir de extracto completo de hipocampo,
pero el hecho de que este incremento de GLT-1b vaya aumentando
con la edad del ratdbn y se correlacione con un aumento de los
niveles proteicos de GLT-1 neuronal parece indicar que nos
encontramos ante un mecanismo de respuesta a estrés por exceso
de glutamato extracelular similar al que aparece en otros
desdrdenes neurologicos. Por ello, consideramos que seria muy
interesante estudiar mediante hibridaciéon in situ o utilizando
anticuerpos especificos contra las diferentes isoformas de GLT-1 si
el aumento de GLT-1b se da especificamente en neuronas y si en la
enfermedad de Lafora se esta desarrollando un proceso patologico
similar al de otras enfermedades neurodegenerativas mejor
estudiadas. Sin embargo, al no existir anticuerpos comerciales
contra las diferentes isoformas de GLT-1, no se ha podido llevar a

cabo esta parte del proyecto.

Por dltimo, se comprobd que la expresion tanto de mRNA como de
proteina del resto de transportadores de glutamato que
encontramos en el cerebro, EAAT1 y EAAT3, no se encontraban
alterados. Un cambio en los niveles de estas proteinas podria haber
apuntado a una compensacién en la homeostasis de glutamato.
Aungue la regulacion de estos transportadores es independiente
(Jiménez et al.,, 2014) y GLT-1 es el mas importante en la

recaptacion de glutamato, se podria haber encontrado un aumento
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de los niveles de GLAST o EAAC1 tratando de compensar los
defectos de este transportador, como ya se ha descrito en otras
patologias (Beschorner et al. 2007a; Beschorner et al. 2007b). Sin
embargo, no se han encontrado cambios significativos en ningun
caso. Ademas, los patrones de expresion son tan diferentes a los
que se dan con el anticuerpo GLT-1 que se puede descartar
también un marcaje en las neuronas debido a que el anticuerpo

reconozca también alguno de estos transportadores paralogos.

4. Los niveles de glutamato extracelular en el
hipocampo se encuentran aumentados en ratones
Epm2b-/-.

Una vez demostrada la disminucién de la captacion de glutamato en
astrocitos, la implicacion del complejo laforina-malina en la
regulacién la localizacidn subcelular de GLT-1 y la alteracion en la
expresion de este transportador en el hipocampo de ratones
Epm2b-/- modelo de la enfermedad de Lafora, quedaba por
comprobar si todo ello supone una incapacidad de GLT-1 para
recaptar el glutamato en las sinapsis. Para ello, se utiliz6 la técnica
de la microdidlisis que permite analizar los niveles de diferentes
neurotransmisores in vivo. Sin embargo, el glutamato tiene
caracteristicas particulares respecto al resto de neurotransmisores
ya que, ademas de su papel como neurotransmisor, tiene un papel
esencial en el metabolismo energético y oxidativo. Por ello,
pequefias diferencias en la sinapsis, que pueden tener
consecuencias en la actividad neuronal, pueden pasar inadvertidas

utilizando esta técnica. Por esto se decidi6 utilizar farmacos que
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alterasen la homeostasis del glutamato para poder llegar a detectar

diferencias.

El DHK es un inhibidor especifico de GLT-1, por lo que administrado
localmente provoca un aumento de los niveles de glutamato en el
espacio sinjptico ya que se impide la recaptacion del
neurotransmisor por este transportador (Arriza et al., 1994; Bridges
et al.,, 1999). Segln nuestra hipétesis, la inhibicion de GLT-1 por
DHK tendria un efecto mas severo en los ratones Epm2b-/- ya que
cuentan con menos transportador funcional en la membrana de los
astrocitos, por lo que la utilizacién de concentraciones bajas de DHK
en ratones Epm2b-/- tendria consecuencias mas severas que su

uso en ratones Epm2b+/+.

Los resultados obtenidos confirman esta hipétesis al hallarse un
mayor aumento en los niveles de glutamato extracelular en el

hipocampo de ratones Epm2b-/-.

El otro farmaco que se utiliz6 fue el PTZ, un compuesto
epileptogénico de demostrada eficacia a dosis subconvulsivas
(inferiores a 50 mg/kg) en ratones modelo de la enfermedad de
Lafora (Garcia-Cabrero et al., 2012). Nuestro objetivo era
comprobar si cuando el ratén presentaba epilepsia era capaz de
mantener los niveles de glutamato similares a los controles. Segun
nuestra hipétesis, frente a una liberacién mayor de glutamato como
la que se puede producir en caso de epilepsia, los ratones Epm2b-/-
serian menos competentes para recaptar el glutamato y volver al
estado inicial, quedando entonces los niveles de glutamato
aumentados. Nuestros resultados utilizando PTZ apuntan a una
tendencia a tener niveles mas elevados de glutamato extracelular en

ratones Epm2b-/-. Sin embargo, soélo existe una diferencia
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estadisticamente significativa entre ese genotipo y el control
Epm2b+/+ a dosis bajas (10 mg/kg). Esto puede deberse a que a
concentraciones mas altas, tanto en el ratdn control como en el
modelo de la enfermedad se produce una alteracibon mucho mas
marcada de la activacion de las sinapsis que aumenta la variabilidad
de las muestras e impide ver las diferencias con el nimero de

ratones con el que hemos trabajado.

Hay que resaltar ademas que el PTZ no actia directamente sobre el
sistema glutamatérgico, sino que se une al receptor de GABA-A
bloqueandolo. Asi, el aumento de glutamato no es por una
estimulacion de la liberacion de glutamato, sino por una inhibicién
de las neuronas GABAérgicas, que normalmente impiden que se
libere el glutamato. Esto nos indica que incluso si la causa primaria
de la epilepsia no fuese un exceso de glutamato sino un fallo del
sistema inhibitorio GABAérgico, el defecto del transportador GLT-1
favoreceria que los niveles de glutamato extracelulares no pudieran
volver a su estado inicial y que, por tanto, la excitacion neuronal se
mantuviera, pudiendo llegar a ocasionar excitotoxicidad a largo

plazo.

Una vez demostrada mediante estos experimentos in vivo la
desregulacion de la homeostasis del glutamato, podemos ya tratar

de predecir las consecuencias que se pueden derivar de ésta.

Ya se ha comentado en repetidas ocasiones a lo largo de la tesis los
problemas de hiperexcitabilidad, aparicion de convulsiones y muerte
celular por excitotoxicidad que pueden acontecer por exceso de
glutamato en el espacio intersinaptico (Coulter y Eid, 2012). Sin
embargo, los problemas derivados de una recaptacién insuficiente

de glutamato van mucho mas alla.
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Como ya se ha descrito en la introduccion, el glutamato captado a
través de GLT-1 puede tener diferentes destinos: 1) liberacion del
glutamato como gliotransmisor por el astrocito, 2) entrada en el ciclo
de Krebs como a-cetoglutarato en el astrocito, 3) conversion
enzimatica a glutamina. Esta Ultima via es esencial para mantener
no solo el correcto funcionamiento de las funciones glutamatérgicas
sino también las GABAérgicas. La glutamina es el sustrato que
utilizan las neuronas inhibitorias GABAérgicas para producir el
principal neurotransmisor inhibitorio, por lo que si el flujo de
glutamina se ve interrumpido, las neuronas GABAérgicas tendran
disminuida su actividad (Ortinski et al., 2010). Por tanto, si las
neuronas GABAEérgicas no pueden funcionar correctamente porque
no tienen un aporte de glutamina suficiente desde el astrocito, el
sistema de inhibicion en el cerebro se vera reducido y aumentara la

probabilidad de sufrir convulsiones.

Por otra parte, todas las neuronas necesitan también la glutamina
para sintetizar intermediarios del ciclo de Krebs. ElI mantenimiento
correcto de este ciclo en la neurona es esencial, ya que la neurona
sintetiza principalmente el ATP a través de la fosforilacion oxidativa,
la cual depende directamente de los equivalentes reductores que
proporciona el ciclo de Krebs. Sin embargo, la neurona no es capaz
de aportar nuevos intermediarios al ciclo de Krebs mediante
reacciones anapleréticas que deriven directamente de la glucosa o
el lactato, ya que carecen de la enzima piruvato carboxilasa (circulo
rojo en Figura 38), enzima que permite convertir el piruvato en
oxalacetato. Por ello, las neuronas obtienen el intermediario del ciclo
de Krebs a-cetoglutarato a partir de la glutamina que les llega desde
los astrocitos a través del ciclo glutamato-glutamina (Figura 38). Por

lo tanto, si se disminuye la captacion de glutamato por parte del
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astrocito, se compromete el aporte de glutamina a la neurona
pudiendo llegar a provocar un estrés metabdlico con consecuencias

deletéreas para el correcto funcionamiento celular.
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Figura 38. Diagrama que muestra algunas de las principales rutas metabdlicas
involucradas en la homeostasis del glutamato en el cerebro. Abreviaturas: ADP,
adenosin difosfato; ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato
aminotransferasa; ATP adenosin trifosfato; CS, citrato sintasa; GABA, acido y-
aminobutirico; coA, coenzima A; GAT3, transportador de GABA subtipo 1;
GADG65/67, isoformas de la glutamato decarboxilasa; GDH, glutamato
deshidrogenasa; GLUTS, transportadores de glucosa; HEX, hexokinasa; LD,
lactato deshidrogenasa; MCT1/2, transportadores de monocarboxilato subtipos
1/2; ME, enzima malico; PAG, glutaminasa fosfo-activada; PDH, piruvato
deshidrogenasa; SAT1/2, transportadores sistema A subtipos ¥%2; SN1,
transportador sistema N subtipo 1; VGAT, transportador vesicular de GABA;
VGLUT, transportador vesicular de glutamato. Fuente: Coulter y Eid, 2012.

Pyruvate <—

ATP,
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El glutamato también tiene un importante papel en la detoxificacion
de la célula. Un defecto en la recaptacién de glutamato por parte de
los astrocitos puede disminuir la sintesis de glutation, una de las
principales moléculas antioxidantes, y hacer que el cerebro sea
vulnerable al dafio oxidativo. El antiportador glutamato/cisteina
necesita altas concentraciones de glutamato en el astrocito para
permitir la entrada de cisteina (uno de los precursores del glutation)
en las células (Albrecht et al.,, 2010). Ademas, el glutamato es
también necesario para la sintesis de glutation porque se requiere
para la formacion de la gamma-glutamilcisteina a partir de glutamato

y cisteina.

En la enfermedad de Lafora se ha definido el estrés oxidativo como
una caracteristica esencial de la enfermedad (Roma-Mateo et al.,
2015b). Nuestros resultados sugieren que este aumento del estrés
oxidativo podia deberse en parte a que la disminucion en la
captacién de glutamato por parte de los astrocitos imposibilite a las
células para llegar a tener niveles adecuados del antioxidante

glutation.

En cualquier caso, parece claro que los ratones Epm2b-/- presentan
una menor capacidad de captar glutamato en el hipocampo y que
esta se debe a una disminucién de la presencia de GLT-1 en la
membrana de los astrocitos, probablemente por una endocitosis
dinamica acelerada. Una disminucion de la captacion de glutamato
trae aparejada un aumento de la excitabilidad neuronal, la aparicion
de convulsiones y la muerte neuronal. Estas tres caracteristicas han
sido descritas en la enfermedad de Lafora por lo que proponemos

que la epilepsia en la enfermedad de Lafora puede deberse, al
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menos en parte, a los mecanismos moleculares, celulares y

neurolégicos descritos en este trabajo.
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CONCLUSIONES

1. Los ratones Epm2a-/- y Epm2b-/- de 12 meses de edad

presentan reactividad astrocitaria.

2. Los astrocitos primarios de ratones Epm2a-/- y Epm2b-/-

tienen afectada la captacion de glutamato.

3. Los niveles del transportador de glutamato GLT-1 estan
disminuidos en la membrana de astrocitos primarios
Epm2a-/- y Epm2b-/-.

4. La introducciéon de malina humana en astrocitos Epm2b-/-

recupera los niveles de GLT-1 en la superficie.

5. La sobreexpresién de laforina y malina en células de
neuroblastoma SH-SY5Y aumenta los niveles de EAAT2 en

la membrana.

6. El silenciamiento de laforina en células Hek293 que
sobreexpresan EAAT2 provoca una disminucién de éste en

superficie.

7. El complejo laforina-malina favorece la ubicuitinacion de
EAATZ2, lo que provoca una disminucién de su solubilidad en

detergentes no ionicos.
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10.

11.

12.

13.

La ubicuitinacién de EAAT2 asociada al complejo laforina-
malina no etiqueta a la proteina para su degradacion

proteica.

La E3-ubicuitin ligasa Nedd4-2, la Unica responsable de la
ubicutinacién de EAAT2 descrita hasta la fecha, no es capaz
de interaccionar por ColP con el complejo laforina-malina ni

resultar ubicuitinada por el mismo.

El complejo laforina-malina favorece la ubicuitinacion de la
B-arrestina 1, pero esta modificacion no conduce a su

degradacion.

GLT-1 se encuentra aumentado en el hipocampo de ratones
Epm2b-/- tanto a nivel de proteina como a nivel de mRNA,
encontrandose especialmente aumentada la expresion de la
isoforma GLT-1b.

El aumento de GLT-1 a nivel de proteina observado en el
hipocampo de ratones Epm2b-/- se localiza en neuronas y

Nno en astrocitos.

Los niveles de glutamato extracelular se encuentran

aumentados en el hipocampo de ratones Epm2b-/-.
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