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1. Enfermedad de Lafora

La enfermedad de Lafora (LD, OMIM254780, ORPHA501), también
conocida como epilepsia mioclonica progresiva de tipo 2 o epilepsia
mioclonica de Lafora [1, 2], fue descrita por primera vez en 1911 por el
neuropatélogo espafiol Gonzalo Rodriguez Lafora al descubrir unos
granulos intraneuronales anémalos en el tejido nervioso post mortem de un
paciente que habia sufrido series de crisis epilépticas [3]. Sus estudios
mostraron que estos granulos eran positivos para la tinciéon con acido
peryddico de Schiff (PAS) y que estaban formados principalmente por
glucogeno. Posteriormente se les denomind cuerpos de Lafora (LBs) en
honor a su descubridor. Como entonces, sigue siendo controvertido si estos
granulos de glucégeno, que ahora se sabe que en esa situacidn corresponden
a un tipo de glucégeno mal ramificado, son los responsables directos de la
enfermedad o son una consecuencia de ella.

LD es una enfermedad de herencia autosémica recesiva catalogada
como enfermedad rara o minoritaria debido a su baja prevalencia en la
poblacién mundial (1-9/1.000.000). La enfermedad se distribuye por todo
el mundo, pero es especialmente comtn en el sur de Europa, norte de Africa,
India, centro de Asia y en poblaciones con un elevado porcentaje de
consanguinidad [4, 5].

1.1. Caracteristicas y diagnoéstico de la enfermedad de Lafora

LD es un trastorno neurodegenerativo fatal, en el que los primeros
signos clinicos que manifiesta el paciente aparecen durante su adolescencia
o poco después (6-20 afos), siendo éstos principalmente dolores de cabeza,
ausencias, mioclonias y convulsiones espontdneas, entre otros. Pero a
medida que transcurre el tiempo y progresa la enfermedad, los primeros
sintomas empeoran, apareciendo mioclonias mas severas, ataques
generalizados de tipo tdnico-clonico y crisis epilépticas convulsivas que
cada vez se hacen mas frecuentes [3, 6, 7]. Posteriormente se produce un
declive cognitivo y una degeneracion progresiva del sistema nervioso en el
paciente, lo que se traduce en alteraciones en la marcha, afectacién de los



musculos y de los nervios, fotosensitividad, alucinaciones visuales, pérdida
de la vision y ceguera cortical, mioclonias continuas, demencia, apraxia,
afasia y psicosis [8-12]. Finalmente, el enfermo se vuelve incapaz de
moverse, de hablar y de alimentarse por si mismo y se llega a un estado
vegetativo de dependencia total hasta el fatal desenlace [13, 14]. Los
enfermos generalmente fallecen unos 10 afnos después de la aparicién de los
primeros signos neuroldgicos [1, 15].

La caracteristica histopatolégica principal de esta enfermedad es la
progresiva formacién, agregacién, precipitacién y acumulaciéon de
poliglucosanos, formando depoésitos denominados LBs [16, 17]. Los
poliglucosanos son moléculas de glucégeno mal formadas que poseen
cadenas de glucosa excesivamente largas, poco ramificadas y altamente
fosforiladas, que causan la pérdida de la esfericidad en la molécula de
glucégeno y provocan su insolubilidad [18-23]. Alrededor del 90 % de la
masa de los LBs la constituye una forma de glucégeno que es similar a la
amilopectina del almidén de las plantas [24]. Ademads, estos agregados
contienen un 6 % de proteinas [25], muchas de ellas ubicuitinadas [26, 27].
Los LBs estan presentes en las dendritas, pero no en los axones, de neuronas
de cerebro (fundamentalmente del talamo y cerebelo) y en el citoplasma de
células de otros tejidos, especialmente de aquéllos con un elevado
metabolismo de glucosa, como son el corazén, el higado y el musculo
esquelético [28]. Sin embargo, los LBs no parecen ser patogénicos fuera del
cerebro [29] o al menos no lo son antes de que el paciente fallezca debido a
los sintomas neurologicos [3, 7, 22]. Se ha descrito la existencia de una
correlacién de la cantidad de LBs con el porcentaje de muerte de las células
neuronales y también con la frecuencia de convulsiones [18]. Tanto el
glucégeno normal como los poliglucosanos se tifien con acido peryddico de
Schiff (PAS). Sin embargo, a diferencia del glucégeno, los poliglucosanos son
resistentes a la digestiéon con a-amilasa (diastasa) y, dado que no se pueden
digerir, se acumulan en forma de cuerpos de inclusion insolubles y
densamente empaquetados que, a la larga, parecen ser patogénicos para las
células, en especial para las neuronas [29, 30].
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El primer diagnostico de la enfermedad se realiza en base a los
sintomas clinicos manifestados por el paciente y se confirma después
mediante la realizacién de varias pruebas adicionales. Estas incluyen la
observacion de biopsias de piel axilar para detectar la posible presencia de
LBs (Fig. 1) debido a que estas estructuras son especialmente abundantes
en células de las glandulas sudoriparas. Concretamente, se encuentran sobre
todo en células epiteliales y mioepiteliales de los acinos secretores de las
glandulas sudoriparas apocrinas y en células del conducto de las glandulas
sudoriparas ecrinas [16, 31-33].

Figura 1. Imagenes de cuerpos de Lafora en una biopsia de piel. (A) La tincién de
PAS de una biopsia de piel procedente de la regién axilar revela la presencia, en el
citoplasma de las células mioepiteliales y acinares de las gldndulas sudoriparas, de
unas inclusiones PAS positivas, que son resistentes a un tratamiento con diastasa y que
corresponden a los LBs. (B) Imagen ampliada dos veces de A. Las flechas indican
algunos de los LBs observados en la preparaciéon. Barra 20 um. Adaptada de [34].

Finalmente, para evitar falsos positivos en la biopsia de piel, se
recomienda un estudio genético que demuestre la existencia de mutaciones
en uno de los dos genes conocidos causantes de la enfermedad.

1.2. Bases moleculares de la enfermedad de Lafora
1.2.1. Genes asociados

LD esta causada mayoritariamente (mas del 90 % de todos los casos)
por mutaciones en uno de dos genes, EPM2A (OMIM 607566) o EPMZB
(OMIM 608072), aunque existen también evidencias de un tercer locus muy
minoritario [35]. El gen EPM2A es el mas frecuentemente mutado y es el

5



responsable de, aproximadamente, el 50 % de los casos de LD en todo el
mundo [36, 37]. Hasta la fecha, han sido descritas mas de 60 mutaciones
patogénicas diferentes de este gen en méas de 100 familias [10, 26, 36-48]. La
mayoria de ellas son mutaciones puntuales, de parada o de cambio de
aminoacido. En Espafia y Francia las mutaciones en el gen EPMZA son
responsables de la gran mayoria de los casos de LD identificados [44, 46].

El gen EPMZ2A [36, 37], localizado en el brazo largo del cromosoma 6
(en 6q24), estd formado por 4 exones que, mediante "splicing" alternativo,
dan lugar a 7 isoformas diferentes de la proteina codificada, a la que se
conoce como laforina [49]. De estas siete, dos son las mayoritarias y
corresponden a las isoformas 1 (NP_005661.1) y 2 (NP_001018051.1) de la
proteina [36, 37, 39, 50, 51]. El transcrito mas largo (NM_005670.3) codifica
para la isoforma 1 o candnica, compuesta de 331 aminodacidos, con una masa
molecular de 38 kDa y que se considera que se encuentra localizada en el
citosol. La laforina (Fig. 2A) posee un dominio de unién a carbohidratos
(CBD) en el extremo NHz-terminal y un dominio fosfatasa con especificidad
dual (DSP) en el extremo COOH-terminal [10, 22, 26, 50, 52].

A
3 G G5 326 331
Laforina N+ — oo
CBD DSP
B
) 22 73 395
Malina NH: M M2 N M COOH
RING | J
finger NHL

Figura 2. Esquema de los principales dominios en las proteinas laforina y malina.
Se muestra la localizacién en las correspondientes secuencias de aminoacidos de los
principales dominios (ver texto) de las proteinas laforina (A) y malina (B). En A: CBD,
dominio de unién a carbohidratos; DSP, dominio fosfatasa con especificidad dual. En B:
NHL 1-6, dominios con repeticiones NHL; RING finger, dominio de dedo de zinc RING
(Really Interesting New Gene). Adaptada de [53].
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La isoforma 2 por su parte, de 317 aminoacidos, se ha localizado en el
nicleo y no posee actividad fosfatasa, no siendo por eso capaz de
reemplazar funcionalmente, al menos en cuanto a esa actividad, a la
isoforma 1 [42]. Ambas isoformas, 1 y 2, comparten los dominios CBD y DSP
y sOlo difieren en el extremo COOH-terminal de la proteina, que en el caso
de la isoforma 2 seria la porcién de la proteina responsable de dirigirla al
nucleo [50].

Aunque la laforina no existe en la mayoria de organismos
invertebrados, si que esta conservada en todos los vertebrados [54]. En
humanos existen alrededor de 40 fosfatasas duales diferentes, capaces de
defosforilar fosfotirosinas, fosfotreoninas y fosfoserinas en proteinas. La
laforina, a través de su DSP, es capaz de defosforilar in vitro tanto a
fosfotirosinas como a fosfoserinas/fosfotreoninas en diferentes sustratos
[50]. Sin embargo, la laforina es la tnica fosfatasa que existe en el reino
animal que posee un dominio CBD, lo que le permite unirse y defosforilar
moléculas de polisacaridos como el glucégeno [20, 52, 55, 56].

El otro gen relacionado con LD es el NHLRC1, también conocido como
EPMZ2B [35]. Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (en
6p22), esta compuesto por un unico exon y codifica para una E3 ubicuitina
ligasa, llamada malina (Fig. 2B), de 395 aminoacidos, 42 kDa y localizacion
algo controvertida. La malina posee en el extremo NHz-terminal un dominio
“RING-finger”, que se traduciria por “dedo de zinc RING” y donde el
acronimo RING corresponde a la primera letra de cada palabra de la
denominacién inglesa de los genes de ese grupo “Really Interesting New
Gene”. Ademas, la malina tiene hacia la porcién COOH-terminal seis
dominios con repeticiones NHL (acrénimo correspondiente a la primera
letra de tres proteinas con ese dominio), que al parecer estan implicados en
interacciones proteina-proteina [57-60]. El dominio “RING-finger” de la
malina es caracteristico de uno de los dos tipos mas abundantes de E3
ubicuitina ligasas y actuaria como soporte estructural para facilitar la
transferencia directa de la molécula de ubicuitina desde la enzima E2 al



sustrato, participando asi en la cascada de ubicuitinacién de sustratos [57,
61, 62]. El gen EPMZ2B es responsable aproximadamente del 40 % de los
casos de LD en todo el mundo [57, 60] y hasta ahora se han descrito mas de
60 mutaciones patogénicas diferentes en este gen en mas de 125 familias.
En la mayoria de casos, se trata de mutaciones puntuales de cambio de
aminodacido [43, 44, 46, 60, 63-67], afectando principalmente al dominio
“RING-finger” de la proteina [46, 60, 63, 67].

Se puede ver un resumen de las diferentes mutaciones descritas en
los genes EPM2A y EPMZ2B en http://projects.tcag.ca/lafora/ [44, 68]. Se
suele considerar que mutaciones en cualquiera de los dos genes producen
manifestaciones clinicas semejantes y, por tanto, fenotipos practicamente
indistinguibles, lo que sugiere que ambas proteinas podrian estar
involucradas en procesos comunes [7, 12, 63, 67]. De hecho, se ha descrito
por diversos autores que la laforina y la malina forman un complejo
funcional donde la malina interaccionaria con la laforina a través de los
dominios NHL [57, 61, 69, 70]. En dicho complejo, la laforina funcionaria,
por ejemplo, como molécula adaptadora y se encargaria de reclutar
sustratos especificos para ser ubicuitinados por la malina. Existen, sin
embargo, algunas evidencias que sugieren que los pacientes con LD con
mutaciones en el gen EPMZB presentan una progresion de la enfermedad
mas lenta y una supervivencia ligeramente superior a la de los pacientes con
mutaciones en el gen EPM2A [63, 64, 67], aunque también existen algunas
excepciones a esto [65, 71].

1.2.2. Posibles mecanismos responsables de la enfermedad

En la actualidad existe cierta controversia en torno a las alteraciones
que conducen a LD. Existen dos planteamientos principales en cuanto a los
mecanismos responsables de la enfermedad y que se exponen a

continuacion.

El primero de ellos considera que la laforina y la malina estarian
relacionadas con desequilibrios entre la sintesis, la ramificaciéon y la

defosforilacién del glucégeno. La laforina seria una fosfatasa que se
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encargaria de defosforilar el glucégeno [72, 73], permitiendo asi su correcta
ramificacion y previniendo la formacién de LBs. En ausencia de laforina, los
grupos fosfato se acumularian en el glucégeno, impidiendo su correcta
ramificacion y alterando su estructura esférica. Esto conduciria a la
insolubilidad, precipitacién y acumulaciéon de un glucégeno anémalo, que
daria lugar a los LBs [23]. Segtn este planteamiento, la malina se encargaria
de degradar a la laforina, manteniendo regulados de esta manera sus niveles
intracelulares y, ademas, ayudaria a la laforina a disociarse del glucogeno.
Asi, en ausencia de malina la laforina quedaria retenida en el glucégeno en
una forma inactiva y, por tanto, con las mismas consecuencias que en su
ausencia [53, 57, 74]. Sin embargo, coincidiendo con el inicio de la aparicion
de los LBs, se ha visto que en ratones deficientes en malina (EpmZ2b-/-)
existen niveles significativamente elevados de la laforina con actividad
fosfatasa, lo que sugiere que esta actividad por si sola no es suficiente para
prevenir la formacion de los LBs [75]. De hecho, un mutante en el dominio
fosfatasa de la laforina fue capaz de revertir la formacién de los LBs en los
ratones EpmZa-/-, lo que indicaria que la actividad fosfatasa no es esencial
para esa reversion ni siquiera en presencia de la malina [76].

Dentro de este primer planteamiento en torno a un defecto en el
metabolismo del glucogeno, se ha sugerido también que habria un
desequilibro en determinadas enzimas del metabolismo del glucégeno y que
la laforina y la malina actuarian como complejo regulador de la degradacion
de esas enzimas. Entre los sustratos del complejo se incluirian la glucdgeno
sintasa (GS), la glucogeno fosforilasa (GP), la enzima desramificadora de
glucogeno (GDE) y proteinas reguladoras como la proteina que recluta la GS
al glucogeno (PTG) y la R6. Asi, la laforina actuaria de molécula adaptadora,
reconociendo e interaccionando con esos sustratos que serian degradados
por los proteasomas tras su poliubicuitinacién por la malina [61, 69, 74, 77-
81]. Al faltar la laforina o la malina, se incrementarian los niveles de sus
sustratos, ocasionando un aumento en la sintesis del glucogeno, pero sin
aumentar la actividad de la enzima ramificadora de glucéogeno (GBE),
generandose asi un desequilibro entre la elongacion y la ramificacion del

glucogeno que llevaria, en ultimo término, a la formaciéon de los
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poliglucosanos y a su acumulacién en los LBs [29, 79, 82]. Sin embargo,
otros autores no han encontrado diferencias significativas en los niveles o
en la actividad de las principales enzimas del metabolismo del gluc6geno
(GS, GBE y GP) entre ratones deficientes en laforina (EpmZa-/-) con
elevados niveles de glucégeno y LBs en diferentes tejidos, con respecto a los
ratones control [22, 83]. Unos resultados similares se obtuvieron también
en ratones deficientes en malina (EpmZ2b-/-), lo que no apoyaria que estas
enzimas del metabolismo del glucégeno se degraden por un mecanismo que
dependa exclusivamente de la malina [84, 85].

El segundo planteamiento sugiere que la enfermedad y la
acumulacion de poliglucosanos se deben a un defecto en los sistemas de
degradacién intracelular de proteinas, como ocurre con mucha frecuencia
en otras enfermedades neurodegenerativas, algunas con una elevada
prevalencia [86, 87]. Con respecto a una posible relacion entre los defectos
en los sistemas de degradacién intracelular de proteinas y LD, son
relevantes dos puntos. En primer lugar, cuando alguno de los sistemas de
eliminaciéon del material intracelular se encuentra afectado, se produce la
acumulaciéon en las células de ese material sin degradar, en forma de
depositos  insolubles de diferente naturaleza pero parecidos
morfologicamente a los LBs y que suelen comprometer la supervivencia
celular. Ademas, y en segundo lugar, conviene recordar que la autofagia, que
es uno de los principales mecanismos de degradacién intracelular de
proteinas (ver mas adelante), es también capaz de degradar glucégeno
mediante las enzimas procedentes de los lisosomas [88-90]. Segun este
planteamiento, la laforina y la malina estarian implicadas en la regulacion de
alguno de los sistemas de degradacion intracelular de proteinas, que cuando
faltase alguna de ellas funcionaria defectuosamente. En ese sentido, se ha
descrito en LD un aumento en el estrés oxidativo del reticulo endopladsmico
y mitocondrial, junto a una menor actividad del sistema ubicuitina-
proteasomas [91, 92]. También se ha descrito un defecto en la autofagia en
esta enfermedad [15, 75, 93-95] y que la expresion de la laforina regula la
autofagia a través de mTOR [93]. Incluso, en los experimentos llevados a
cabo por Criado et al. [75], se encontré que el defecto autofagico parecia
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anterior a la aparicién de alteraciones neurolégicas y a la formacion de LBs.
Sin embargo y en contraposicidn a esto ultimo, en los experimentos llevados
a cabo en modelos de LD por Duran et al. [96], cuando se inhibia la sintesis
del glucégeno se conseguia no so6lo eliminar los LBs sino también
restablecer la autofagia defectuosa. Esto sugiere que sin la acumulacion de
poliglucosanos no habria alteracién de la autofagia en LD y que, segtn estos
autores, esa acumulacion en los LBs seria la causante y no una consecuencia
de la neurodegeneracion y del defecto en autofagia en LD [97].

1.3. Tratamiento

Actualmente no existe una cura efectiva para LD. Los tratamientos
disponibles con farmacos antimioclénicos y antiepilépticos (valproato
soédico y clonazepam, entre otros) son puramente paliativos y se
administran con el fin de evitar las crisis y mejorar la calidad de vida del
paciente. Aunque, como se ha comentado arriba, se ha descrito que el
defecto en autofagia precede a la formaciéon de LBs [75], el empleo de
tratamientos que estimulan la autofagia no han dado los resultados
esperados [98], quizds por lo que se menciona en [96] y [97], donde la
acumulacion de LBs precederia al defecto en autofagia y a la
neurodegeneracion. Por otro lado, ya que se ha demostrado una relacion
entre la acumulacion de los LBs y la neurodegeneracion y otras
consecuencias funcionales que acontecen en LD, otra parte de los esfuerzos
realizados en las investigaciones para encontrar un tratamiento para esta
enfermedad se han centrado en terapias que tienen como objetivo la
prevencidn de la formacion de LBs a través de la regulacion de la sintesis del
glucogeno [96]. Por ejemplo, mediante la inhibicién parcial de la GS se ha
intentado disminuir la sintesis, tanto del glucogeno como de los LBs [99]. En
humanos, la completa eliminacién de la GS no parece una opcién adecuada,
ya que se han descrito patologias relacionadas con el almacenamiento y
utilizacion del glucégeno cuando se producen mutaciones en alguno de los
genes que la codifican, como es el caso de la isoforma 1 que se expresa en
musculo y muchos otros tejidos [100, 101]. Pero la reduccién parcial de la
GS, junto a una activacion de la glucégeno fosforilasa (GP), podria funcionar
como terapia. Por tanto, los compuestos conocidos capaces de inhibir
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parcialmente la GS o la PTG, o las aproximaciones genéticas que utilicen
oligonucle6tidos antisentido contra ellas, podrian tal vez frenar la
progresion de la enfermedad [29, 74, 102].

En relacién con esto, la metformina, un firmaco antidiabético
utilizado comuinmente en el tratamiento y prevencion de la diabetes
mellitus tipo 2, ha sido designada por la Agencia Europea del Medicamento
como medicamento huérfano para el tratamiento de LD, en base a los
resultados obtenidos durante su administracién a ratones KO para la malina
y que se describen en Berthier et al. [98].

2. El glucogeno

El glucégeno es un polisacarido compuesto por un esqueleto de
moléculas de glucosa unidas entre si mediante enlaces glucosidicos a-1,4, y
con ramificaciones mediante enlaces glucosidicos a-1,6 cada 8-12 moléculas
de glucosa. Esta estructura para almacenar la glucosa permite reducir la
presién osmotica que la glucosa libre ocasionaria en la célula [103]. Por eso,
el glucdgeno es la principal forma de reserva de la glucosa en células
animales. Se localiza y almacena en el citoplasma, principalmente en las
células hepaticas y musculares, formando unos granulos de 10-40 nm de
didmetro [104]. La estructura altamente ramificada que tiene este
polisacarido permite, por una parte, aumentar su solubilidad y mantener
una estructura esférica [105] y, por otra, a causa de la gran cantidad de
extremos accesibles de los que dispone, facilita la rapida liberaciéon de las
moléculas de glucosa que podran ser utilizadas en el metabolismo
energético [106]. Sin la existencia de estas ramificaciones, las cadenas de
glucosa se vuelven mas largas provocando que la molécula de glucogeno se
vuelva insoluble, tendiendo a precipitar y a cristalizar [107]. Por otra parte,
el glucégeno se encuentra poco fosforilado, ya que la incorporacién de un
grupo fosfato a la glucosa es poco frecuente [108, 109]. Se desconocen los
mecanismos por los que se produce la fosforilacion del glucégeno, pero se
baraja la hipdtesis de que la propia enzima encargada de sintetizarlo, la GS,
podria en ocasiones incorporar un grupo fosfato como resultado de un error

catalitico [72].
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Basicamente, el glucogeno es sintetizado mediante la accién conjunta
y coordinada de dos enzimas: la GS, encargada inicialmente de la elongacion
de la cadena, y la GBE, encargada de su posterior ramificaciéon. Por otra
parte, la degradacion del glucogeno es llevada a cabo mediante la GP y la
GDE. La proteina PTG, unida a la proteina fosfatasa de tipo 1 (PP1), actda
indirectamente a la vez como un activador de la GS y como un inhibidor,
tanto de la GP como de la quinasa activadora de la GP (GPK), mediando asi
en la defosforilacion de cada una de estas tres enzimas a través de la
fosfatasa PP1. Todo esto tiene como resultado el aumento de la sintesis de
glucogeno y la inhibicién de su degradacién [110].

3. Sistemas de degradacion intracelular de proteinas

La degradacion intracelular de proteinas es llevada a cabo por las
numerosas proteasas de la célula que hidrolizan los enlaces peptidicos en
las proteinas hasta liberar sus aminoacidos constituyentes [111-113]. Este
proceso se produce de forma continua en la célula y es esencial para la
proteostasis y homeostasis celular. La degradacién intracelular de proteinas
estd muy regulada y responde tanto a factores que actdan dentro de la célula
como a otros del medio extracelular. Es esencial, por ejemplo, en situaciones
en las que se necesita de una rapida respuesta celular a una determinada
sefial extracelular (por ejemplo, el glucagén) o en condiciones en las que
exista una baja disponibilidad de energia en la propia célula, ya que los
aminoacidos liberados pueden ayudar a proporcionarla [114]. Ademas,
dado su importante papel en multitud de procesos celulares como son, entre
otros, el ciclo celular, el control del trafico de componentes de la célula, la
diferenciacidon celular, el envejecimiento o la muerte celular por apoptosis o
necrosis, es ldgico que se hayan descrito alteraciones en su funcionamiento
en un gran numero de enfermedades [115-118]. Los sistemas de
degradacidn intracelular de proteinas se suelen dividir, clasicamente, en dos
grandes grupos, las vias lisosomales, por ejemplo y sobre todo las
autofagias, y las vias no lisosomales, por ejemplo y sobre todo la via
ubicuitina-proteasomas [112, 114].
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3.1. Vias lisosomales y otros procesos relacionados

Los lisosomas son unos organulos muy heterogéneos, tanto en su
forma y dimensiones como en su contenido. Se encuentran presentes en el
citoplasma de las células eucariotas y estan delimitados por una membrana.
Su interior se mantiene a pH acido (aproximadamente entre 4,5 y 5) debido
a la accion de una bomba de protones situada en su membrana. En el
interior de los lisosomas existen una gran cantidad de enzimas hidroliticas
cuyo pH o6ptimo es también acido. Los lisosomas estan implicados en la
degradacidn, por su elevado contenido en muchos tipos de hidrolasas, de
una gran variedad de moléculas, tales como proteinas, lipidos, acidos
nucleicos, polisacaridos, etc. Este material entra a los lisosomas a través de
dos vias principales: la endocitosis y la autofagia. Mediante la endocitosis se
degrada material procedente tanto del exterior de la célula como el que
forma parte de la membrana plasmatica internalizada cuando no se recicla
de vuelta a la misma. Mediante la autofagia lo que se degrada es el material
de la propia célula. Estos dos procesos permiten reabastecer a la célula con
los componentes basicos procedentes de la degradaciéon de las diferentes
macromoléculas o de otras moléculas mas pequefias para poder sintetizar, a
partir de ellos, nuevas moléculas esenciales para la célula o para poder
obtener energia tras su catabolismo [119, 120]. Un gran numero de
enfermedades, conocidas como enfermedades de almacenamiento
lisosomal, se han asociado a alteraciones en la funcién de estos organulos.
En ellas se observa acumulaciéon de material, de naturaleza variable, sobre
todo en el interior de los lisosomas por su incapacidad de degradar dichos
sustratos, pero también en el exterior de los lisosomas al verse alterada la
incorporacion a estos organulos de ese material [121].

3.1.1. Autofagia

La autofagia es el proceso responsable de la degradacién y el reciclaje
de los componentes intracelulares mediante su secuestro en el interior de
los lisosomas y la posterior accidon de las hidrolasas acidas que contienen.
Las tres clases de autofagia mejor estudiadas son la macroautofagia, la
microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas [122].
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La macroautofagia es una via masiva de degradacién intracelular de
proteinas, responsable de la eliminacién de organulos enteros y de la de
otros componentes celulares. Este proceso es llevado a cabo mediante la
formacién de unas vacuolas de doble membrana llamadas autofagosomas.
Una vez formados, los autofagosomas siguen un proceso de maduracion
hasta su fusién con endosomas y/o con los lisosomas para formar
autolisosomas, donde se lleva a cabo la degradacion de su contenido

(Fig. 3).
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Figura 3. Macroautofagia. La macroautofagia se inicia con la formacién del fagéforo,
seguida por la elongacién y expansiéon de la doble membrana del fagéforo hasta su
cierre, formando asi el autofagosoma. Durante la fase de inicio, el complejo ULK actia
como inductor en el reclutamiento de otros complejos proteicos como son el complejo
Vsp34 y el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6L. Estos dos dltimos, a su vez, facilitan la
insercion de la proteina LC3-II en la membrana de fagéforo. Por otro lado, la proteina
integral de membrana mAtg9 se encarga de proporcionar mas membrana lipidica al
fago6foro en expansion hasta completar el cierre del autofagosoma. El autofagosoma ya
formado puede fusionarse directamente con los lisosomas o, de forma indirecta,
formando anfisomas mediante su fusién con endosomas. Los productos del proceso de
degradacion llevado a cabo por las hidrolasas &cidas son liberados al citoplasma,
muchas veces mediante permeasas de la membrana lisosomal. Adaptada de [123].
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La macroautofagia es el principal proceso responsable de proveer a
las células de nutrientes en situaciéon de ayuno, que serdn catabolizados
para la producciéon de ATP o serdn utilizados para volver a sintetizar
determinadas macromoléculas esenciales para la supervivencia celular.
Ademas, entre otras funciones, la macroautofagia puede actuar como un
mecanismo de defensa frente a diferentes patogenos y es una via de
eliminacidn de organulos dafiados y de proteinas mal plegadas [124-127].

En mamiferos, la macroautofagia estd regulada por diferentes
factores, como son, entre otros, los nutrientes (por ejemplo, la glucosa o los
aminodacidos), las hormonas (por ejemplo la insulina o el glucagén) y los
factores de crecimiento (por ejemplo, el factor de crecimiento epidérmico o
el factor de crecimiento neuronal). Estos estimulos regulan la
macroautofagia mediante el control de la actividad de dos proteinas clave
para la formacion de los autofagosomas, las quinasas mTOR y AMPK, que a
su vez regulan la fosforilacion de las quinasas ULK1/2 que forman parte del
complejo ULK esencial para la iniciaciéon de la macroautofagia. EI complejo
ULK esta formado por las proteinas ULK1, ULK2, FIP200, Atgl3 y Atgl101
[128, 129].

La falta de algunos nutrientes, como los aminoacidos, o de algunos
factores de crecimiento, o de energia, activan el proceso macroautofagico
mediante un conjunto de fosforilaciones y también defosforilaciones de las
proteinas ULK1/2 a través de la interconexion entre AMPK, mTOR y ULK1/2
[130, 131]. En dichas condiciones, las proteinas ULK activadas activan a su
vez la proteina Beclinal, que es uno de los componentes del complejo Vsp34
iniciador de la nucleacion del fagoforo, formado por las proteinas p150
(Vps15), Atgl4L y fosfatidilinositol 3 quinasa (PtdIns3K) de clase III
(Vps34) [132]. Este complejo, cuando es activado, se recluta en el lugar de

inicio para la formacién de la membrana de los autofagosomas.

El material lipidico acumulado en el lugar de inicio de la
macroautofagia es conocido como fagéforo, y sobre esta estructura se activa
la formacién del autofagosoma. Durante este proceso, la proteina PtdIns3K
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de clase III fosforila al lipido fosfatidilinositol que se encuentra en la
superficie del fagéforo para formar otro lipido alli, el fosfatidilinositol
3-fosfato [133]. Después, el fosfatidilinositol 3-fosfato actia como punto de
anclaje para otras proteinas, entre ellas WIPI2 (proteina con dominios WD
repetidos que interacciona con fosfoinositidos), que a su vez interacciona y
forma un complejo con la proteina Atgl6L [134]. A este heterodimero se
uniran las proteinas Atg5 y Atgl2 que, por la accion de Atg7 y AtglO,
formaran un complejo que permitira la expansion de la doble membrana
lipidica para la posterior formaciéon del autofagosoma [135]. Este gran
complejo proteico recluta a la proteina Atg3 en la membrana del fagéforo
donde catalizard, junto a Atg7, la unién covalente de la proteina LC3-I al
lipido fosfatidiletanolamina para formar LC3-II (Fig. 3), una proteina muy
importante para determinar los niveles de autofagia en las células, como
veremos después, permitiendo asi el cierre de la vesicula autofagica tras la
captacion de la carga y formacion del autofagosoma.

La proteina LC3 se sintetiza inicialmente de forma no procesada
como pro-LC3, la cual rdpidamente es escindida por la acciéon de Atg4,
generandose la forma activa LC3-1 en el citosol. En la membrana del
autofagosoma, la proteina LC3-II se une a la proteina p62, que a su vez
reconoce y se une a los sustratos destinados a su degradacion en los
lisosomas [136, 137]. Una vez formados los autofagosomas, éstos
experimentan un proceso de maduracion durante el que adquieren otras
proteinas, como la UVRAG (proteina codificada por el gen asociado a la
resistencia a radiacion ultravioleta) que actiia unida a otro complejo de la
Beclinal, las SNAREs (receptores de proteinas de fijacion soluble de la NSF)
y otras muchas proteinas, de tipo Rab por ejemplo, que ayudaran en la
fusion de los autofagosomas con lisosomas o con endosomas para madurar
y formar autolisosomas [138, 139]. En los autolisosomas tendra lugar la
degradacion del contenido de los autofagosomas mediante la accién de las
hidrolasas acidas lisosomales.
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3.1.1.1. Mitofagia
Las mitocondrias son organulos esenciales en el control de la

homeostasis energética de la célula y desempefian un importante papel en la
muerte celular programada. Al igual que ocurre con los restantes organulos
celulares, las mitocondrias sufren un progresivo desgaste y necesitan ser
renovadas. La eliminaciéon selectiva mediante macroautofagia de las
mitocondrias dafadas se conoce como mitofagia. El correcto
funcionamiento del proceso mitofagico es esencial para la supervivencia de
las células y las alteraciones en este proceso tienen consecuencias
patolégicas que derivan, entre otras causas, de la acumulaciéon de
mitocondrias alteradas en la célula, del aumento en las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de un descenso en la produccion de ATP, como se ha
observado en un gran nimero de enfermedades neurodegenerativas [140-
142].

La activacion de la macroautofagia y el marcaje de las mitocondrias
dafiadas para su degradacion selectiva por esta via son dos procesos
esenciales en la mitofagia [143]. Situaciones como la hipoxia o la
despolarizacién de la membrana mitocondrial desencadenan la mitofagia.
Por ejemplo, la despolarizacién de la membrana mitocondrial causa, por un
lado, una disminuciéon en la producciéon de ATP por las mitocondrias y, por
otro, un aumento en los niveles de ROS [144]. La disminucidn en los niveles
de ATP aumenta la relacion AMP/ATP. Esto activa a la proteina AMPK, que
actlia como sensor energético y que, a su vez, inactiva a la proteina mTOR a
través de otras proteinas. En esas condiciones, la inactivacion de mTOR,
tanto por la activacion AMPK como por el aumento de ROS, tiene como
consecuencia la activacion de los procesos generales de macroautofagia, en
particular la formacion de los autofagosomas (Fig. 4A) [131, 145].

La via mitofagica mas conocida es la dependiente de las proteinas
PINK1 y Parkina. PINK1 tiene una secuencia de localizacién mitocondrial,
por lo que, en condiciones normales, PINK1 entra a la mitocondria a través
del complejo TOM-TIM y se transloca a la membrana mitocodrial interna
donde es procesada mediante cortes proteoliticos por los enzimas PARL y
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MPP. Estos cortes provocan su liberacién al citosol y su posterior
degradacién por el proteasoma. De forma que, en mitocondrias sanas,
PINK1 es rapidamente degradada y eliminada de la membrana mitocondrial.
Sin embargo, cuando se produce un dafio mitocondrial, por ejemplo por
despolarizaciéon de la membrana mitocondrial, la quinasa PINK1 no puede
ser procesada ni degradada, y por tanto, se acumula y estabiliza en la
membrana externa mitocondrial donde recluta a una E3 ubicuitina ligasa
llamada Parkina [146-148]. La fosforilacion de la Parkina por PINK1 activa
su actividad E3 ubicuitina ligasa, ubicuitinando asi algunas proteinas de la
membrana externa mitocondrial, como por ejemplo VDAC1 (canal aniénico
1 dependiente de voltaje) y las Mfn 1 y 2 (mitofusinas 1 y 2) [149-152].
Estas proteinas de la membrana externa mitocondrial, al estar
poliubicuitinadas reclutan a la proteina adaptadora p62, permitiendo que
ésta establezca un puente de unién con la proteina LC3-II de la membrana
de los autofagosomas. Esta interaccion favorece que, tras el cierre de la
membrana autofagosomal, se produzca la captacion y secuestro de las
mitocondrias alteradas, que, tras la fusiéon de los autofagosomas con los
lisosomas, seran degradadas (Fig. 4B) [153-155].

Existen otros procesos de degradacion selectiva de las mitocondrias
dafiadas que son independientes de PINK1 y Parkina. En estos procesos,
algunas proteinas de la membrana externa de las mitocondrias dafiadas
inducen la mitofagia mediante su interaccion directa con la proteina LC3-II
(éste es el caso de las proteinas FUNDC1, NIX y BNIP3) [154, 156-158] o
mediante poliubicuitinacion de sustratos proteicos en la membrana externa
mitocondrial a través de otras E3 ubicuitina ligasas como la Smurfl
(Fig. 4C) [159].
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Figura 4. Mitofagia. El proceso mitofagico consta de dos pasos principales, la
activacion de la macroautofagia que lleva a la formacion de los autofagosomas (A), y el
marcaje de las mitocondrias dafiadas mediante la ruta dependiente (B) o
independiente (C) de PINK1 y Parkina. La despolarizaciéon de la membrana externa
mitocondrial causa un aumento en la producciéon de ROS y una disminucién en los
niveles de ATP, activando asi la formacién de autofagosomas. Durante el proceso de
marcaje de las mitocondrias dafiadas, algunas de las proteinas de la membrana externa
se poliubicuitinan (por Parkina o por Smurfl) y actian como sefial de reconocimiento
para la degradacion de la mitocondria a través de la mitofagia. En otros casos, las
proteinas FUNDC1 y Nix, localizadas en la membrana externa de las mitocondrias
dafadas, se unen directamente a la protefna LC3-II y asi dirigen la captacién de las
mitocondrias danadas por los autofagosomas. En el caso de la proteina Atgl3, su
fosforilacion mediante la proteina ULK-1 causa su separacién del complejo
citopladsmico HSP90-Cdc37. La proteina Atgl3 fosforilada se une a la membrana
externa de las mitocondrias y activa la mitofagia mediante un mecanismo todavia
desconocido. Adaptada de [153].

3.1.2. Endocitosis

La endocitosis es un proceso que comprende un numero variado de
vias de internalizaciéon de la membrana plasmatica mediante las que las
células captan moléculas extracelulares o de la propia membrana,
generalmente para su posterior degradacidon en los lisosomas. El proceso
comienza con la internalizaciéon de la membrana plasmatica rodeando el
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material que va a entrar en la célula, formando una estructura que termina
por cerrarse y liberarse como una vesicula al citosol. Alli, la vesicula es
transportada a través del citoesqueleto mientras sufre procesos de fusién y
fision y va modificando su composicién, formando primero endosomas
tempranos y, posteriormente, endosomas tardios. Durante este transporte
el pH del interior de la vesicula desciende gradualmente. Este proceso es
esencial para el funcionamiento eficaz de las enzimas hidroliticas y para la
desnaturalizacion de los sustratos, que quedan asi mas accesibles a esas
enzimas. Finalmente, mediante la fusién con el lisosoma, el contenido de la
vesicula endocitica se degrada hasta sus moléculas mas elementales [160,
161]. La endocitosis no es simplemente un mecanismo para incorporar
material extracelular, sino también para regular diferentes procesos, como
por ejemplo la captacién de nutrientes, la composicion de lipidos y de
proteinas de la membrana plasmatica, algunas cascadas de sefializacion
intracelular y la captacion y procesamiento de las proteinas foraneas para la
presentacion de antigenos, permitiendo asi a la célula responder a estimulos
muy diversos de su entorno [162-164].

Las vias de endocitosis se pueden clasificar en dos tipos principales:
la fagocitosis, llevada a cabo por células especializadas como los macroéfagos,
y la pinocitosis, mucho mas extendida [165]. Aunque existe controversia en
la clasificacion de la de pinocitosis, ésta se puede subdividir, por ejemplo, en
endocitosis de fase fluida (llamada a veces macropinocitosis) y endocitosis
mediada por receptor, dependiente o independiente de clatrina [166].

3.1.2.1. Endocitosis de fase fluida
La endocitosis de fase fluida es un tipo de endocitosis para la entrada

no selectiva de liquidos y de pequefias moléculas del medio exterior a la
célula. Capta principalmente moléculas solubles, nutrientes y antigenos (en
el caso de células del sistema inmunitario). La formacién de las vesiculas
ocurre en zonas de la membrana plasmatica ricas en colesterol y asociadas a
la red de actina. La polimerizacién y despolimerizacién de la actina permite
cambios en el citoesqueleto de microfilamentos y la formaciéon de grandes
extensiones de la membrana plasmatica que se proyectan hacia el exterior
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celular para, posteriormente, retraerse hacia su interior y formar la vesicula
endocitica o macropinosoma (Fig. 5) [167, 168].
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Figura 5. Endocitosis de fase fluida. Ciertas sefiales extracelulares, como algunos
factores de crecimiento, activan cambios en la estructura de los filamentos de actina
mediante su despolimerizacién y repolimerizacion, justo por debajo de la membrana
plasmatica. Se generan asi rugosidades en la membrana que van creciendo hacia el
espacio extracelular dirigidas por el citoesqueleto de actina. De esta manera se capta
material extracelular de manera inespecifica hasta formar una vesicula endocitica
completa o macropinosoma. Posteriormente, porciones de las vesiculas pueden
reciclarse hacia la membrana plasmatica o llegar hasta los lisosomas a través de su
fusion con el sistema endosomal. Adaptada de [169].

Aunque el contenido de las vesiculas es captado de manera
inespecifica, el proceso parece que depende de sefales extracelulares y, por
ejemplo, se estimula por algunos factores de crecimiento, como el factor-1
estimulante de colonias de macréfagos (CSF-1) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) o por sustancias tumorogénicas como el
forbol [169, 170].
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3.1.2.2. Endocitosis mediada por receptor

En la endocitosis mediada por receptor, un ligando o sustrato
extracelular se une especificamente a un receptor especifico situado en la
membrana plasmatica para después entrar a la célula en una vesicula.

3.1.2.2.1. Endocitosis mediada por clatrina

El tipo de endocitosis donde participa la clatrina es un tipo de
endocitosis mediada por receptor. Se caracteriza porque, tras la union
especifica del ligando con el receptor correspondiente, se forma en la
membrana plasmatica una estructura en forma de hoyo. Esta estructura es
la precursora de la vesicula endocitica que se formara después y que se
encuentra recubierta en su superficie citosélica por una malla de la proteina
clatrina (Fig. 6) [171].

Durante su transporte por el interior de la célula, el pH interno de la
vesicula endocitica experimenta un progresivo descenso, formandose el
endosoma temprano que pierde la malla de clatrina. El descenso de pH
provoca un cambio conformacional en los receptores internalizados por esta
via y la consiguiente liberacién del ligando [171, 172]. Receptores como el
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) o el de la transferrina son
reciclados y devueltos a la superficie de la membrana plasmatica mediante
estructuras tubulares que se separan de los endosomas tempranos y acaban
fusionandose con la membrana plasmatica. En cambio, receptores como el
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) pasan también a formar parte,
junto a los ligandos y el resto de proteinas de membrana plasmatica, de los
endosomas tardios [173, 174]. Estos tienen un pH atin menor que el de los
endosomas tempranos y acaban fusionandose con los lisosomas para
degradar su contenido. Esta endocitosis es clave en muchos procesos, tales
como el control de los niveles de colesterol en sangre, la sefializacion
intracelular mediada por factores de crecimiento y la obtencién de iones
férricos, entre otros muchos [175].
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Figura 6. Endocitosis mediada por clatrina. La unién del ligando extracelular a su
receptor, situado en la membrana plasmatica de la célula, provoca un cambio
conformacional en el dominio citosdlico del receptor, permitiendo la unién de la
proteina adaptadora a este dominio. Después, la clatrina se recluta en las vesiculas en
formacion, mediante su unién a la proteina adaptadora, constituyendo una malla (1).
Este ensamblaje causa la internalizacion de la vesicula endocitica en formacion hacia el
citosol hasta formar la vesicula endocitica cerrada (2). La acidificacién del interior de la
vesicula causa, por un lado la disociacién del ligando del receptor y, por otro, la
separacién de las proteinas adaptadoras y clatrinas de la superficie citosélica de la
vesicula. Esto da paso a la unién de proteinas SNAREs en el exterior de la vesicula, un
paso necesario para que la vesicula pueda fusionarse con otras vesiculas intracelulares
y formar parte de los endosomas tempranos (3). Mediante el trafico vesicular desde los
endosomas tempranos hasta la membrana plasmatica, la mayor parte de los receptores
se reciclan y se localizan de nuevo en la membrana plasmatica para poder comenzar asi
un nuevo ciclo de endocitosis (4 y 5). El resto de receptores se internalizan formando
los cuerpos multivesiculares (6) que van madurando hasta que, finalmente, se fusionan
con los lisosomas (7). Adaptada de [171].
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3.1.2.2.2. Endocitosis mediada por caveolas

Existen diversos tipos de endocitosis mediada por receptor que son
independientes de clatrina, de entre todas ellas, la endocitosis mediada por
caveolas es una de las principal via. Las caveolas son un tipo especial de
balsa lipidica (“lipid raft”) y constituyen internalizaciones de la membrana
plasmatica, altamente hidrofébicas y muy ricas en colesterol y en
esfingolipidos [176]. Se caracterizan ademas de por esa composicion lipidica
tan particular, por la presencia de unas proteinas llamadas caveolinas (1, 2y
3, segun tipo celular [177]). Estas proteinas se encuentran asociadas a la
membrana plasmatica por su superficie citosélica y son necesarias para la
formacién de las caveolas. Las caveolinas interaccionan con el colesterol y
con los esfingolipidos de las caveolas y también sirven como proteinas de
ensamblaje para reclutar e interaccionar con otras proteinas intracelulares,
dando lugar asi a unos dominios altamente favorables para la formacion de
las vesiculas endociticas.

La endocitosis mediada por caveolas es a veces capaz de evitar a los
lisosomas, mediante el transporte de las vesiculas a los llamados
caveosomas, desde donde pueden dirigirse a otros compartimentos de la
célula, como el reticulo endoplasmico o el complejo de Golgi. Los
caveosomas son unos compartimentos vesiculares que contienen también
caveolina en su superficie [178], por lo que ciertos virus utilizan esta via
para no ser degradados (Fig. 7). Algunos ligandos internalizados mediante
caveolas son el acido félico, la albiimina, la lactosil ceramida, la subunidad B
de la toxina B del colera y el SV40 [177, 179, 180].
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Figura 7. Endocitosis mediada por caveolas. La internalizacién de la toxina B del
coOlera y del SV40 se desencadena por su union a glicoesfingolipidos y al colesterol de
las caveolas localizadas en la membrana plasmética y que tienen unas proteinas, las
caveolinas, en su superficie citosélica. Otras proteinas como la dinamina, la quinasa C y
la quinasa Src ayudan de diversas maneras en el control de la formacién de la vesicula
endocitica de tipo caveolar, mientras que las GTPasas del tipo Rab intervienen en el
control de la especificidad del trafico vesicular, tanto en éste como en otros tipos de
endocitosis. Una vez formada, la vesicula puede unirse a los endosomas tempranos o a
los caveosomas. En los caveosomas, parte del contenido de la vesicula original puede
reciclarse por transporte vesicular, reinsertindose en porciones de la membrana
lipidica asociadas con caveolinas para comenzar un nuevo ciclo de endocitosis. En el
caso de la endocitosis de la toxina B del colera, ésta se transporta al complejo de Golgi,
tras su paso por el endosoma temprano y el caveosoma, mientras que en el SV40, el
virus se transporta desde el caveosoma al reticulo endoplasmico. Adaptada de [181].

3.2. Vias no lisosomales
3.2.1. Sistema ubicuitina-proteasoma

El papel principal en la degradacién intracelular de proteinas por
vias no lisosomales lo llevan a cabo los diferentes proteasomas localizados
tanto en el citosol como en el nucleo. Los proteasomas son complejos
proteicos encargados de la degradacion de proteinas defectuosas, incluidas

las proteinas mal plegadas en el reticulo endopldsmico y en otras
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localizaciones, pero también de muchas proteinas reguladoras
perfectamente funcionales, de gran importancia y de vida media muy corta
[111, 182, 183]. Estos complejos supramoleculares degradan sobre todo,
aunque no exclusivamente, aquellas proteinas que se encuentran marcadas
mediante cadenas de poliubicuitina con una determinada topologia [184-
187]. Mediante una degradaciéon tan especifica como esta, es posible
controlar en el tiempo y en diferentes situaciones la concentracién de
determinadas proteinas. Esto permite regular eficazmente diferentes y muy
variados procesos intracelulares, como son, entre otros, la sefializacién a
través de receptores en la membrana plasmatica, la transcripcién génica, el
ciclo celular, la inflamaciéon y la apoptosis [188-190]. Los proteasomas
constituyen, junto a la macroautofagia, los dos principales sistemas de
degradacidén intracelular de proteinas, ya que llevan a cabo la mayor parte
de toda la protedlisis que ocurre dentro de las células.

Como ya se ha dicho, la degradaciéon de proteinas a través del
proteasoma es un proceso altamente especifico y regulado. Gran parte de
esa especifidad proviene de la que tienen unas enzimas, las ubicuitina
ligasas (E3), hacia sus sustratos. En cuanto a la regulacidn, los sustratos que
se degradan sufren cambios post-traduccionales asociados a la activacion de
diferentes rutas de sefalizacién intracelular, como por ejemplo
fosforilaciones, que son reconocidos por las E3 ubicuitina ligasas [191].

El proteasoma 26S/30S estd formado por una o por dos particulas
reguladoras 19S y por un nucleo catalitico, 20S, con forma cilindrica (Fig. 8).
Las particulas reguladoras 19S estan formadas por 19 proteinas, de las que
10 forman la base de unidn al anillo a exterior del nucleo 20S. Las otras 9
proteinas forman la tapa, encargada de reconocer las cadenas de
poliubicuitinas de los sustratos. Seis de las proteinas que forman la base
tienen actividad ATPasa para facilitar el desplegamiento de la proteina
poliubicuitinada y su entrada al nucleo catalitico del proteasoma. Existen
también tres subunidades con actividad desubicuitinasa, dos en la tapa y
una en la base [192, 193].
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Figura 8. Poliubicuitinacién y degradacién de proteinas mediante proteasomas.
Para poder ser reconocidos y degradados por el proteasoma 26S o por el 30S los
sustratos necesitan ser previamente poliubicuitinados (en la mayoria de los casos, pero
no siempre ni mucho menos, mediante cadenas con la K48 de la ubicuitina, ver abajo).
El proceso de ubicuitinaciéon consta de 3 pasos prinicpales: activacion, conjugacién y
ligacion. Durante el proceso de activacién la enzima E1 (hay dos codificadas en el
genoma humano) se une a una molécula de ubicuitina (una proteina pequeiia de 8,5
kDa) mediante la hidrolisis de una molécula de ATP. Durante el proceso de
conjugacidn, la enzima E1 transfiere la molécula de ubicuitina a la enzima E2 (hay 35
codificadas en el genoma humano) y ésta finalmente se incorpora, mediante la enzima
E3 (hay varios centenares codificadas en el genoma humano), al sustrato. La enzima E3
es una ubicuitina ligasa que, en el proceso de ligacion, une covalentemente, mediante
un enlace isopeptidico, el extremo carboxilo-terminal de la molécula de ubicuitina
procedente de su G76 al sustrato, en la inmensa mayoria de los casos a través de algin
residuo especifico de lisina en este. Las siguientes moléculas de ubicuitina se unen de
forma consecutiva a alguno de los siete residuos de lisina que existen en la ubicuitina
(K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63) 0 a su extremo N-terminal de su M1 hasta formar
una cadena de poliubicuitina con formas variadas en funcién de los residuos
empleados. Algunas proteinas poliubicuitinadas serdn reconocidas por la particula
reguladora 19S. Una vez unidas a ella, las proteinas se desubicuitinan mediante
desubicuitinasas y, mediante la actividad ATPasa de la porcién basal de la particula
19S, se despliegan para entrar al canal central del proteasoma, donde seran
degradadas. Adaptada de www.biomol.com/ubiquitin-and-proteasome-research.

El proteasoma 20S puede unirse también a otras particulas
reguladoras, como la 11S (REG) para formar el proteasoma PA28. La
particula reguladora 11S carece de subunidades con actividad ATPasa o
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deubicuitinasa, por lo que los proteasomas PA28 sdlo son capaces de
degradar pequefios péptidos que pueden unirse al complejo principal de
histocompatibilidad de clase I, jugando un papel clave en la respuesta
inmunitaria. El nucleo catalitico 20S esta formado por 4 anillos apilados
entre si y cada anillo, a su vez, esta compuesto por 7 subunidades distintas.
Los dos anillos exteriores son idénticos en su composicién y estan formados
por 7 subunidades a, de naturaleza estructural. Los dos anillos internos son
también idénticos y estan formados por subunidades  donde se localizan
los 3 sitios activos responsables de la actividad catalitica del proteasoma
20S, concretamente la proteina 1 tiene actividad proteolitica tipo caspasa,
la proteina (32 tiene actividad tipo tripsina y la B5, actividad tipo
quimotripsina [193, 194].

En determinadas situaciones, las tres subunidades cataliticas son
reemplazadas por otras 3 subunidades cataliticas, llamadas [31i, 2i y 5i (la
“i” es por ser inducibles) y los proteasomas resultantes se conocen como
inmunoproteasomas. Estos tienen una especificidad algo diferente a la del

proteasoma 20S [195].

3.2.2. Las calpainas

Las calpainas también forman parte de los sistemas de degradacion
intracelular de proteinas. Estas son tiol-proteasas (también conocidas como
cisteina-proteasas) que conforman wuna superfamilia de proteasas
citoplasmaticas y no lisosomales, cuya actividad de tipo papaina depende de
calcio y es 6ptima a pH neutro, lo que las distingue de las catepsinas del tipo
tiol-proteasas [196-198]. La actividad de las calpainas in vivo se encuentra
altamente regulada por la calpastatina, proteina que las inhibe
especificamente sin afectar a la actividad de otras tiol-proteasas [199]. Por
eso, el sistema proteolitico de las calpainas incluye tanto a las calpainas
como a la calpastatina [199, 200].

Las calpainas 1 y 2 (llamadas p- y m-calpainas, respectivamente)
fueron las primeras en identificarse y por eso son las mas conocidas y

estudiadas de este grupo de unas catorce proteasas. Son heterodiméricas y
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su subunidad menor, de unos 30 kDa, es idéntica en ambos tipos y tiene una
funcién reguladora, mientras que la subunidad mayor, de unos 80 kDa, es
diferente en ambos tipos y tiene actividad catalitica de tipo papaina. Las
subunidades de 80 kDa de las calpainas 1y 2 difieren en las concentraciones
de calcio requeridas para su activacion. De ahi procede el prefijo pu- y m-, que
se refiere a requerimientos micromolares o milimolares, respectivamente,
de calcio [201, 202]. El calcio puede unirse a los extremos C-terminales de
cada subunidad, ya que tienen dominios de tipo calmodulina capaces de
unirse a él.

En mamiferos se han descrito alrededor de 14 tipos diferentes de
calpainas, de las que algunas (1, 2, 5, 7, etc.) se encuentran presentes en
todos los tejidos y el resto se encuentran, sélo o principalmente, en
determinados tejidos como el tutero, el testiculo o el tracto digestivo [199,
203]. Aunque se desconocen las secuencias de aminoacidos especificas que
reconocen las calpainas, se cree que estas enzimas catalizan la hidrélisis de
una variedad de proteinas implicadas en diversas funciones, tales como el
anclaje de diferentes proteinas a la membrana, el remodelamiento del
citoesqueleto, la regulacion del ciclo celular y la apoptosis. Por ello, se han
encontrado alteraciones en las calpainas, o en su regulacién por las
calpastatinas, en muchas patologias tales como diabetes [204], diversas
formas de distrofias musculares, como la de Duchenne y la de la cintura y
extremidades tipo 2A [205, 206], enfermedades desmielinizantes, como la
esclerosis multiple, e incluso en el cancer y en las enfermedades de
Parkinson, Alzheimer [207] y otras neurodegenerativas [208, 209].

4. Transporte de proteinas entre el nucleo y el citoplasma

En las células eucariotas, la inmensa mayoria del material genético se
encuentra en el interior de un organulo, el ntcleo, rodeado por una doble
membrana o envoltura nuclear que lo separa del citoplasma. A lo largo de la
envoltura nuclear existen un gran numero de orificios, denominados poros
nucleares, que comunican y permiten el paso regulado de macromoléculas,
sobre todo proteinas y RNAs, entre el citosol y el nucleo, evitando asi que
difundan libremente entre ambos compartimentos [210]. Cada poro nuclear
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estd compuesto por cerca de 30 proteinas diferentes conocidas como
nucleoporinas [211, 212], formando un gran complejo con estructura
simétrica octogonal en forma de cesta de baloncesto [213, 214]. Los poros
nucleares actian como canales abiertos, permitiendo difundir iones y
pequeiias moléculas solubles por transporte pasivo. Sin embargo, debido al
didmetro del poro, existe un limite en el tamafio del material que puede
atravesarlo por transporte pasivo. Aunque existe bastante controversia en
torno a dicho tamafo, éste se establece en torno a los 30 kDa para las
proteinas [215-217]. Por tanto, las proteinas que tienen un tamafio superior
no pueden difundir libremente a través del poro nuclear y precisan de su
apertura y aumento en su didmetro mediante un proceso que requiere
energia. Como veremos, este transporte activo esta estrictamente
controlado en uno u otro sentido.

4.1. Entrada al nucleo

El transporte activo a través del complejo del poro nuclear de la
mayoria de las proteinas se lleva a cabo con la participacién de una familia
de factores de transporte, evolutivamente conservados, denominados
carioferinas 3 [218, 219]. En humanos, esta familia se compone de, al menos,
22 miembros distintos, que intervienen en ese transporte activo y regulado.
Las carioferinas [ funcionan como importinas, transportando proteinas
dentro del nucleo, pero también pueden hacerlo como exportinas,
transportando proteinas fuera del ntcleo [220-223]. La mayoria de las
carioferinas B se unen directamente a secuencias especificas de
reconocimiento en las proteinas a transportar, aunque en ocasiones lo
hacen a través de proteinas adaptadoras [217, 224].

Las secuencias de localizaciéon nuclear (NLSs) [225-227] son
secuencias de aminoacidos reconocidas por las importinas que determinan
las proteinas que pueden ser importadas al nucleo celular. Existe una
considerable variabilidad tanto de NLSs como de carioferinas que las
reconocen[228]. Las NLSs pueden ser de dos tipos:
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A) NLSs clasicas, que son reconocidas por carioferinas o importinas o

[220]. Las importinas o actian como proteinas adaptadoras entre la
proteina a transportar con una NLS y otra proteina, la importina 3, que
mediard en el transporte al nucleo de la proteina. Ademas, la propia
importina a posee su propia NLS que es reconocida especificamente por la
importina B [229, 230]. Las NLSs clasicas pueden ser ademas clasificadas
como de secuencia Unica o de secuencia bipartita. Las de secuencia unica
[231], descubiertas por primera vez en el virus SV40 [232], contienen una
sola secuencia corta expuesta en la superficie de la proteina y que esta
formada por aminoacidos basicos y, por tanto, cargados positivamente. Su
secuencia consenso es K-K/R-X-K/R. Las bipartitas contienen dos
secuencias cortas de aminoacidos basicos, que estan separadas entre si por
entre 10 y 12 aminodacidos cualesquiera (X10-12). Su secuencia consenso es
(K/R)(K/R)X10-12(K/R)3/5 y su ultima parte ((K/R)3/5) se refiere a que
en la segunda secuencia, 3 de 5 aminoacidos corresponden a K o a R [233].
Un ejemplo muy conocido de NLS bipartita es la que tiene la nucleoplasmina
[234, 235].

Se han descrito dos péptidos, Bimax1 y Bimax2, que funcionan como
inhibidores selectivos de la via clasica de entrada al nicleo mediada por
importinas o/ en mamiferos. Las secuencias Bimax1l y Bimax2 fueron
generadas mediante estudios de mutagénesis dirigida a partir de NLSs
conocidas y de estudios de afinidad por la importina a. Se obtuvieron asi dos
NLSs con una elevada afinidad de unién a la importina a, capaces de
competir por la importina a con el resto de proteinas que utilizan esta via de
entrada al ntcleo. Bimax1 y Bimax2 s6lo se unen a la importina a y no a la
importina 3 [236, 237].

B) NLSs no-clasicas, que son reconocidas directamente por la

correspondiente importina 3, sin intervencién de ninguna importina o o
proteina adaptadora. Muchas de las NLSs no-clasicas son reconocidas por la
importina 1, como ocurre con el dominio acidico M9 de la proteina
hnRNP A1 (ribonucleoproteina nuclear heterogénea A1) [238]. Ademas, se
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ha descubierto dentro de este grupo otra clase de NLS, denominada PY-NLS
debido a que tiene prolina y tirosina. La PY-NLS es reconocida por la
importina 2 también conocida como transportina-2 o carioferina 2B [239,
240].

Las NLSs no se cortan por protedlisis limitada tras el transporte
como suele ocurrir en el transporte de proteinas a otros organulos, como
por ejemplo las mitocondrias. Numerosas proteinas cambian continuamente
su localizacion entre el nucleo y el citoplasma, atravesando el poro en
ambos sentidos. Una misma proteina puede estar saliendo y entrando
continuamente al nucleo, al no eliminarse la sefial de transporte. Esto es util
para diferentes tipos de proteinas, como por ejemplo los factores de
transcripcion que deben entrar al nucleo en un determinado momento y
s6lo entonces. Para que esto pueda ocurrir, la sefial de transporte nuclear
suele estar enmascarada por otra proteina o por otros muchos mecanismos
y el transporte sélo se produce cuando esa proteina se separa o es
degradada y la NLS, que estaba oculta, queda expuesta.

4.2. Salida del nucleo

Las secuencias de exportacién nuclear (NESs), que tienen la funcién
opuesta a las NLSs, son reconocidas por exportinas y dirigen a las proteinas
que las poseen fuera del nucleo. Aunque se han identificado otras posibles

secuencias de exportacidon nuclear, la NES clasica es la mejor caracterizada
[241].

La NES clasica, que es reconocida por la exportina 1 o CRM1, esta
formada por una secuencia corta de 8 a 15 aminoacidos con 4 residuos
hidrofébicos, generalmente leucinas, separados con una pauta bastante
regular [242-244]. En algunos casos, al igual que ocurria con la importina f3,
la NES no es reconocida directamente por CRM1, sino que lo hace mediante
una proteina adaptadora [245, 246]. Las primeras NES fueron identificadas
en la proteina Rev del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1)
[247, 248] y en el péptido inhibidor de la proteina quinasa dependiente de
cAMP (PKI) [249]. Esto permiti6 identificar NESs adicionales en otras

33



proteinas y a postular la secuencia consenso L-X2-3-L-X2-3-L-X-L, en la que
L es un residuo hidrofébico (normalmente leucina) y X cualquier
aminodcido [250-252]. Por otra parte y puesto que no todas las proteinas
que poseen una NES clasica son constitutivamente exportadas desde el
nucleo, existen una regulacién adicional de este transporte a través de
cambios conformacionales que muestran u ocultan la NES [253, 254],
fosforilaciones [255, 256] e, incluso, formacién de enlaces disulfuro como
resultado de una oxidacién [257-259].

El fungicida leptomicina B (LMB) actda inhibiendo la exportacion
nuclear de proteinas mediada por CRM1 [250, 260]. La CRM1 humana tiene
una cisteina, la Cys528, localizada en el surco de unién a la NES, a la que se
une irreversiblemente y de forma covalente la LMB, de forma que se
bloquea el acceso de la NES a su sitio de union [261, 262]. El compuesto
KPT-185 es también un inhibidor selectivo de la CRM1. Por eso y al igual
que ocurre con la LMB, su adiciéon provoca la acumulacién en el nicleo de
las proteinas transportadas por la via dependiente de CRM1 [263].

Ademas, de las proteinas mencionadas anteriormente que participan
directamente en el transporte activo y especifico a través del poro nuclear,
existen otras que intervienen también en este proceso a un nivel mas
general. Entre ellas destaca la proteina Ran, que es una proteina pequefia
con actividad GTPasa que une GTP, esencial para el transporte a través del
poro nuclear. Al igual que otras GTPasas, Ran se puede encontrar de dos
formas distintas, unida a GTP o a GDP, distribuida asimétricamente entre el
nucleo y el citoplasma. Este gradiente de las dos formas de Ran se mantiene
mediante proteinas reguladoras especificas localizadas en el nucleo y en el
citoplasma [264]. Las carioferinas reconocen una secuencia especifica en la
proteina a transportar y se unen a ella. Las carioferinas unidas a la proteina,
median su paso a través del poro nuclear mediante su interacciéon con las
nucleoporinas, que en ultima instancia provoca el aumento del diametro del
poro nuclear, y con Ran [265]. La figura 9 muestra un modelo simplificado
del transporte nuclear dependiente de Ran.

34



Envoltura nuclear

A RanGDP) -»- (RanGTP)
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Figura 9. Modelo simplificado del transporte a través del poro nuclear de
proteinas dependiente de Ran. A. El transporte de una proteina a través del poro
nuclear consta de varios pasos que incluyen su reconocimiento, su transporte hasta el
complejo del poro nuclear, su translocaciéon a través del poro nuclear, su liberacién y el
reciclaje de los factores del transporte. Entrada al nicleo de una proteina mediante la
via clasica dependiente de importina a/f. La NLS de la proteina es reconocida por la
importina a (a). La importina 8 () reconoce a la importina a unida a la proteina (NLS)
y se une a ésta formando un complejo (NLS-a-3). Este complejo se une a Ran-GDP (Ran
unida a GDP) y establece interacciones con el poro nuclear, promoviendo su apertura y
el paso del complejo al ntcleo. En el nticleo, Ran-GDP pasa a Ran-GTP, provocando una
disminucién en la afinidad de la importina § por la proteina transportada con su
consiguiente liberacion en el nicleo. La importina 3 unida a Ran-GTP vuelve al citosol
donde el GTP se hidroliza a GDP causando un cambio conformacional en Ran que
reduce su afinidad por la importina 8, causando su liberacién (no mostrado en la
imagen). B. Muestra la salida hacia el citoplasma de la proteina con la secuencia NES
(NES) inicialmente localizada en el nicleo. La exportina (exp) unida a Ran-GTP (el Ran-
GTP aumenta la afinidad de la exportina) reconoce la NES de la proteina y se une a ésta.
La exportina interacciona con el complejo del poro nuclear, provocando la apertura del
poro y posibilitando su salida al citoplasma. En el citoplasma, el GTP se hidroliza a GDP
(hidrdlisis no mostrada), provocando un cambio conformacional en Ran que ocasiona
el desensamblaje del complejo de exportacidn y consiguiente liberacién de la proteina.
Tanto las carioferinas como las proteinas Ran se reciclan para comenzar un nuevo ciclo
de transporte. Adaptada de [266].
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Pese a los numerosos estudios realizados para determinar las bases
moleculares de los defectos genéticos que originan la enfermedad de Lafora,
quedan todavia numerosas cuestiones por resolver. Asi, por ejemplo,
todavia quedan por conocer bien todas las funciones que desempefan en la
célula las dos principales proteinas relacionadas con la enfermedad, la

laforina y la malina.

El objetivo inicial de esta tesis doctoral era aportar nuevos datos que
permitieran ayudar a resolver alguna de esas cuestiones que quedaban atn
por averiguar. En concreto, se pretende aqui profundizar sobre dos aspectos
de la enfermedad de Lafora. Por un lado, puesto que diferentes laboratorios
habian mostrado en diferentes modelos de la enfermedad alteraciones en la
via ubicuitina-proteasomas y sobre todo en la macroautofagia, tratamos de

verificar _si otros procesos relacionados con la degradacién de proteinas

estaban también alterados en la enfermedad. Por otro lado, pretendiamos

también aportar nuevos datos que permitieran proponer posibles funciones

para la laforina y la malina. Para ello se enunciaron, al comienzo de esta
tesis doctoral, tres objetivos concretos en relacién con esos dos aspectos,

dirigidos a abordar uno el primero de ellos y los otros dos el segundo.

e Objetivo 1: Determinar si en la enfermedad de Lafora existen
alteraciones en otras vias de degradacion de proteinas que no habian
sido estudiadas aun.

e Objetivo 2: Estudiar la localizacion intracelular de la laforina y de la
malina y sus posibles cambios en determinadas condiciones
metabdlicas.

e Objetivo 3: Identificar proteinas que interaccionan con la laforina.
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MATERIAL Y METODOS






1. Material

1.1. Cultivos celulares

En este trabajo se han empleado fibroblastos humanos (ver Tabla 1),
fibroblastos embrionarios de ratéon (MEFs), astrocitos de ratones control y
de ratones KO para la laforina o la malina y diferentes lineas celulares
establecidas (HeLa, HEK293T, SH-SY5Y, HT-1080 y COS-7). Todos los
experimentos se llevaron a cabo en condiciones de semiconfluencia, lo cual
se corresponde con densidades celulares en torno a un 80-90% de
confluencia.

Los fibroblastos humanos se hicieron crecer en medio MEM
(Minimum Essential Medium de Eagle) suplementado con suero bovino fetal
(FBS) al 15 % (v/v), L-glutamina 2 mM, aminoacidos esenciales MEM 1x,
aminoacidos no esenciales MEM 1x, vitaminas MEM 1x, penicilina 100 U/ml
y estreptomicina 100 pg/ml. Todos estos reactivos procedian de Gibco
(Carlsbad, CA, EE.UU.). Los fibroblastos control utilizados y recogidos en la
tabla 1 fueron seleccionados para que coincidiesen en sexo y edad
aproximada con los enfermos. Todos los pacientes presentaban las
caracteristicas clinicas de LD. Los experimentos se llevaron a cabo con
cultivos que habian sido sometidos, con anterioridad al experimento, a un
numero de pases igual o menor de quince para evitar efectos debidos al
envejecimiento de los cultivos primarios.

Los MEFs fueron proporcionados por el laboratorio del Dr.
S. Rodriguez de Cérdoba (CIB-CSIC, Madrid) y se hicieron crecer en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Dulbecco y Freeman 1959;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) suplementado con FBS al 15 % (v/v),
L-glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales MEM 1x, penicilina 100 U/ml
y estreptomicina 100 pg/ml, piruvato sédico 1% y B-mercaptoetanol
104 M.

En cuanto a los astrocitos aislados de ratones C57Bl6 fueron
proporcionados por el laboratorio del Dr. P. Sanz (IBV-CSIC, Valencia). Se
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hicieron crecer en DMEM suplementado con FBS inactivado, al 10 %,
anfotericina B 1% penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml,
L-glutamina 2 mM y dibutiril cAMP 0,27 mM (Sigma-Aldrich).

Tabla 1. Fibroblastos humanos utilizados en los experimentos realizados para esta
tesis doctoral.

Dominio
Gen Proteina Mutacién/es dela Referencia
Sexo | Nombre mutado mutada identificadas | mutacién catalogo Origen
Coriell
Control H C-1 - - - - GM Institutel
03349B
Coriell
Control M C-2 - - - - GM Institute?!
01582
Hospital
Paciente M L-1 EPM2A | Laforina | Tyr86Stop CBD La Paz?
Hospital
Paciente M L-2 EPM2A | Laforina | Arg241Stop DSP La Paz2
Tyr112Stop Hospital
Paciente M L-3 EPM2A | Laforina | Asnl63Asp DSP Valle de
- Hebrén3
Coriell
Paciente H M-1 EPM2B Malina Pro129His NHL GM Institute!
08935

1Coriell Institute for Medical Research (Camden, NJ, EE.UU.), 2Hospital La Paz (Madrid) y 3Hospital
Valle de Hebrén (Barcelona).

Las lineas celulares establecidas procedian de la American Type
Culture Collection (Manassas, VA, EE.UU.). Las lineas HeLa (células
epiteliales de adenocarcinoma cervical humano, CCL-2), HEK293T (células
embrionarias de rifion humano, CRL-1573), HT-1080 (células de
fibrosarcoma humano, CCL-121) y COS-7 (células de riiién de mono verde
africano, Cercopithecus aethiops, CRL-1651) se hicieron crecer en medio
DMEM y las células SH-SY5Y (células de neuroblastoma humano, CRL-2266)
en medio DMEM 1:1 Ham's F12 (Gibco), suplementados con FBS inactivado
al 10 % (v/v), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina
100 pg/ml. Para la diferenciacidn de las células SH-SY5Y, éstas se cultivaron
en medio DMEM suplementado con FBS al 0,5 % (v/v) y acido retinoico
10 uM (Sigma-Aldrich, R2625) durante 36 h.
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Nos referiremos en lo sucesivo a todos los medios anteriores y con la
composicion indicada como medio completo para su respectivo tipo celular.

Todas las lineas celulares se hicieron crecer en un incubador TC2323 Shel
Lab. de Sheldon Manufacturing Inc. (Cornelius, OR, EE.UU.) a 37 °C en una
atmosfera con un 80 % de humedad relativa y un 5 % (v/v) de COz/aire. La
manipulacién de los cultivos celulares se realiz6 en una campana de flujo
laminar Bio II A de Telstar Industrial (Terrassa, Espafia). Para determinar
las densidades y las viabilidades celulares se han utilizado, respectivamente,
una camara de recuento de Neubauer y la tincién con azul de tripano
(Sigma-Aldrich, T8154) por métodos estandar.

1.2. Cepas bacterianas

Para llevar a cabo la clonacién y la amplificacién de los plasmidos
empleados en este trabajo, se ha utilizado la cepa bacteriana DH5a de
Escherichia coli. Las bacterias competentes se transformaron por choque
térmico y se dejaron crecer a 37 °C en medio de Luria-Bertani (LB: triptona
10 g/l, extracto de levadura 5 g/1, NaCl 5 g/1) suplementado con kanamicina
30 pg/ml o con ampicilina 100 pg/ml (ambas de Sigma-Aldrich), segin el
caso, para seleccionar las bacterias portadoras del plasmido de interés. La
obtencion y transformacion de células competentes, la purificacion de
plasmidos, el aislamiento de los fragmentos de DNA obtenidos y las
clonaciones se han realizado segin la metodologia descrita en el libro
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (Sambrook and Russell, 2001).

1.3. Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados para detectar las proteinas
indicadas y que se comentan en el apartado de Resultados, la procedencia
de esos anticuerpos y la diluciéon empleada en los diferentes experimentos
de inmunofluorescencia o inmunotransferencia (Western-blot) se resumen
a continuacion (ver Tabla 2). Todos los anticuerpos reconocen antigenos de
la especie humana y los utilizados con otros tipos celulares reconocen
ademas antigenos de otras especies (ratén y mono).
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Los anticuerpos secundarios utilizados, su procedencia, el marcador

conjugado y la dilucién empleada se resumen también, a continuacion de la

tabla de anticuerpos primarios, en la tabla 3.

Tabla 2. Listado de anticuerpos primarios utilizados en los diferentes experimentos
realizados para esta tesis doctoral.

Proteina/péptido

Reconocido

Especie

y dilucion

Procedencia

Referencia

ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA INMUNOFLUORESCENCIA

Biotechnology?

ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA WESTERN -BLOT

EDC4/Gc-1 Conejo/1:100 Cell Signaling3 2548

elF4E Conejo/1:100 Abcam!? ab1126
FLAG Ratén/1:500 Sigma-Aldrich F3165

HA Raton/1:100 Abcam! ab18181
LAMP2 Raton/1:100 Abcam! ab25631
LC3B Conejo/1:100 Novus Biologicals® NB100-2220
PABP Conejo/1:100 Abcam! ab21060
TOM20 Conejo/1:300 | SantaCruz sc11415

Actina-f3 Raton/1:10.000 | Sigma-Aldrich A5441
Calnexina Conejo/1:1.000 | Abcam! ab10286
Catalasa Raton/1:1.000 Sigma-Aldrich C0979
- . Santa Cruz
Ciclina D1 Conejo/1:800 Biotechnology” Sc-753
EGFR Rata/1:1.000 Abcam! ab231
pEGFR (Tyr845) Conejo/1:1000 EMD Millipore#* 07-820
FLAG Ratén/1:5.000 Sigma-Aldrich F3165
Gliceraldehido 3-fosfato , . Dr. E. Knecht (CIPF,
deshidrogenasa (GAPDH) Raton/1:5.000 Valencia, Espaiia) o
Glutamato , ] Dr. E. Knecht (CIPF,
deshidrogenasa (GDH) Rat6n/1:5.000 Valencia, Espaiia)
HA Ratén/1:1.000 Abcam! ab18181
Histona H3 Conejo/1:2.000 Cell Signaling3 9715
Laforina Ratén/1:1.000 EMD Millipore#* MABN606
LAMP1 Rata/1:1.000 Abcam!? ab25245
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Proteina/péptido

Reconocido

Especie

y dilucién

Procedencia

Referencia

ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA WESTERN -BLOT

LAMP?2 Raton/1:100 Abcam! ab25631
LC3B Conejo/1:1.000 | Novus Biologicals¢ | NB100-2220
p62/SQSTM1 Ratén/1:2.000 Abcam! ab56416
I()l;‘gll‘{’;"to deshidrogenasa | p.i6n/1:1.000 | Molecular Probess | 21325

OPA1 Raton/1:1.000 BD Biosciences? 612606
RPS3 Conejo/1:2.000 | Cell Signaling3 2579
Succinato deshidrogenasa C 1

(SDHA) Conejo/1:1.000 | Abcam ab139181
Tubulina-a Rata/1:5.000 Abcam! ab6160
VDAC1 Conejo/1:1.000 | Abcam! ab15895

1Abcam (Cambridge, Reino Unido), 2BD Biosciences (San José, CA, EE.UU.), 3Cell Signaling (Beverly,
MA, EE.UU.), “EMD Millipore (Billerica, MA, EE.UU.), SMolecular Probes (Eugene, OR, EE.UU.), 6Novus

Biologicals (Littleton, CO, EE.UU.) y 7Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EE.UU.).

Tabla 3. Listado de anticuerpos secundarios utilizados en los diferentes experimentos
realizados para esta tesis doctoral.

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Proteina Especie Especie de Conjugado Casa comercial | Referencia
reconocida/ origen del
dilucion anticuerpo
Ratén/ . :
IgG 1:10.000 Cabra HRP Sigma-Aldrich | A-4416
Conejo/ . .
IgG 1:10.000 Cabra HRP Sigma-Aldrich | A-6154
Rata/ . .
IgG 1:10.000 Cabra HRP Sigma-Aldrich | A-9037
IgG 1;?‘:88/ Cabra Alexa Fluor 488 | Invitrogen! A11001
IgG (13.04n0e(])o/ Cabra Alexa Fluor 488 | Invitrogen! A11008
IgG 1;?‘:88/ Cabra Alexa Fluor 594 | Invitrogen? A11005
IgG (13.04n0e(])o/ Cabra Alexa Fluor 594 | Invitrogen! A11012

Invitrogen (Waltham, MA, EE.UU.)
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1.4. Inhibidores de la protedlisis y otros inhibidores

La leupeptina (4041) y la lactacistina (4368-V) procedian de Peptide
Institute Inc. (Osaka, Jap6n). El MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-aldehido, PI-102) de
Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, EE.UU.). El cloruro de amonio (NH4Cl,
1145) de Merck & Co (Kenilworth, NJ, EE.UU.). El fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, P7626), la pepstatina A (P5318), la aprotinina
(A6279), el acido etilendiamino-tetraacético (EDTA, E5134), la
cicloheximida (CHX, C6255), la bafilomicina A1 (B1793), el fluoruro sodico
(NaF, §7920), el ortovanadato so6dico (NazV04, S6508), el pirofosfato soédico
(Na4P207, P9146), la leptomicina B (L2913), la antimicina A (A8674) y la
oligomicina (04876), la metil-pB-ciclodextrina (C4767), el clorhidrato de
clorpromazina (C8138) y la filipina III (F9765) procedian de Sigma-Aldrich.
El KPT-185 (S7125) era de Selleckchem (Houston, TX, EE.UU.)

1.5. Otros reactivos

Las células se trataron ademas con otros reactivos. Asi, se han
utilizado en este trabajo: isotiocianato de fluoresceina conjugado con
dextrano de ~40 kDa (FITC-dextrano, FD40S), cianuro de carbonilo
m-clorofenilhidrazona  (CCCP, C2759), cianuro de carbonilo-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, (C2920), peroxido de hidrégeno
(solucién al 30 % v/v en agua, H1009), Nonidet P-40 (Sinénimo: Igepal, CA-
630), Tritéon X-100 (93443), arsenito sodico (35000-1L-R), solucién de
tripsina/EDTA (T4049), a-amilasa o diastasa (A3176), hematoxilina
(H3136) y el reactivo de Schiff (3952016), todos ellos de Sigma-Aldrich. El
medio de montaje para histologia DPX y el acido peryoédico eran de VWR
(Radnor, PA, EE.UU.) y el GelRed™ (41003) de Bioitum, Inc (Fremont, CA,
EE.UU.). Como medio de montaje para la microscopia de fluorescencia se
us6 también el FluorSave™ (345789) de EMD Millipore. El factor de
crecimiento epidérmico (EGF) conjugado al fluor6foro AF488 (AF488-EGF,
E13345), la transferrina (Tfr) conjugada al fluor6foro AF488 (AF488-Tfr,
T13342), el BodiPY FLC5 (D3521), el yoduro de propidio (IP, R37169) y el
MitoTracker Red CMXRos (M7512) eran de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EE.UU.). Para marcar los nucleos celulares para microscopia
de fluorescencia se han utilizado el 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, D9542)
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o el colorante Hoechst (H33342 o H33258), todos de Sigma-Aldrich. La DNA
ligasa T4 (10481220001) y la RNasa A (10109142001) procedian de Roche
Diagnostics (Basilea, Suiza). Las enzimas de restriccién con sus tampones
correspondientes y la DNA polimerasa “Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase” (M0530L) procedian de New England BioLabs (Ipswich, MA,
EE.UU.). La otra polimerasa utilizada en este trabajo fue la “DreamTaq DNA
Polymerase” (EP0702) suministrada por Thermo Fisher Scientific.

Otros reactivos, como la albumina de suero bovino (BSA), el
desoxicolato de sodio, la agarosa, el acido tricloroacético (TCA), la glicina, el
cloruro de guanidinio, el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el glicerol,
el paraformaldehido, el rojo Ponceau S, el dodecilsulfato sédico (SDS), el
Tween-20, el xilol, el isopropanol, etc., fueron de la mejor calidad analitica
disponible y procedian de Merck & Co, Roche Diagnostics, Sigma-Aldrich,
Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espafa) y Riedel-de Hden (Seelze,
Alemania).

Finalmente, en los diferentes apartados de la secciéon de Métodos se
indica la procedencia de reactivos adicionales empleados con fines mas
especificos.

1.6. Tampones y soluciones mas habituales
Para la realizacidon de los diferentes experimentos se han utilizado,
sobre todo, los siguientes tampones y soluciones:

- Coctel de inhibidores de proteasas: PMSF 1 mM, aprotinina 1 pg/ml, EDTA
2mM, pepstatina A 1pg/ml y leupeptina 1pug/ml. Todas las
concentraciones son las finales en la solucion correspondiente.

- Medio de Krebs-Henseleit (KH): NaCl 118,4 mM, KCl 4,75 mM, KH2PO4
1,19 mM, MgS04-7H20 2,54 mM, CaClz-:2H20 2,44 mM, NaHCO3 18,5 mM,
glucosa 10 mM y HEPES 10 mM, ajustado todo a pH 7,4. El KH se utiliza para

incubar las células en condiciones que induzcan una proteélisis intracelular
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mas elevada en comparacién a la que ocurre cuando las células se incuban
en su medio completo.

- Solucioén de dilucidn del anticuerpo primario para Western-blot: BSA2 % y
azida sédica 0,01 % en TBS-T.

- Solucién de diluciéon del anticuerpo secundario para Western-blot: leche
desnatada al 2 % en TBS-T.

- Solucién de blogueo para Western-blot: leche desnatada (Central Lechera

Asturiana, Siero, Espafia) al 5 % en TBS-T.

- Solucién de Lowry A: Na;CO3 40 g/l y NaOH 8 g/1.

- Solucidén de Lowry B: tartrato sédico-potasico 0,4 g/l y CuS04-5H20 0,2 g/I1.

- TAE 50x: Tris base (Trizma®) 2 M y NaEDTA 50 mM, ajustado a pH 8,3 con
acido acético glacial.

- Tampo6n de carga para SDS-PAGE (Laemmli 2x): Tris-HCI 125 mM, glicerol
20 % (v/v), SDS 5 %, 2-mercaptoetanol 10 % (v/v) y azul de bromofenol
0,002 %, pH 6,8.

- Tampédn de lisis para inmunoprecipitacién: Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM,
Triton X-100 1 %, leupeptina 100 pM, PMSF 1 mM, pepstatina A 1 uM,
aprotinina 10 pg/ml, EDTA 5 mM, NaF 50 mM y NasP207 30 mM, ajustado
todo a pH 7,4.

- Tampé6n de eluciéon para inmunoprecipitacién: Tris-HClI 20 mM, NaCl
150 mM, Tritén X-100 0,1 %, glicerol 15 %, EDTA 0,2 mM, pH 7,4.

- Tampén de lisis para la deteccién de proteinas fosforiladas: Tris-HCl
50 mM, NaCl 10 mM, Nonidet P-40 1 % y glicerol 20 %, conteniendo ademas
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NasP207 20 mM, Na3VOs 2 mM, NaF 100 mM, leupeptina 100 uM, PMSF
1 mM y ajustado todo a pH 7,4.

- Tampo6n de transferencia humeda: Tris base 25 mM y glicina 192 mM,
pH 8,3.

- Tampoén fosfato salino (PBS): NaCl 136,9 mM, Na;HPO4-2H;0 16 mM,
KH2P041,47 mM y KCl 2,68 mM, ajustado a pH 7,2-7,4.

- Tampon RIPA: Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0,1 %, Nonidet P-40
1 %, desoxicolato de sodio 0,5 %, leupeptina 100 uM y PMSF 1 mM, ajustado
todo a pH 8,0.

- Tampdn Tris salino (TBS): Tris base 50 mM y NaCl 150 mM, ajustado con
acido clorhidrico a pH 7,4.

- TBS-Tween (TBS-T): TBS con Tween al 0,05 %.

1.7. Kits comerciales

Para el revelado por Western-blot se utilizaron los Kkits de
quimioluminiscencia “Lumi-Light Western Blotting Substrate” de Roche
Diagnostics y “ECL Select Western Blotting Detection Reagent” de GE
Healthcare Life Sciences (Pittsburgh, PA, EE.UU.).

Para la extraccion del DNA de los geles de agarosa se utilizé un kit de
extraccion de Qiagen (Hilden, Alemania). Para la obtencién de DNA
plasmidico se utilizaron los kits de extracciéon “Genopure Plasmid Midi o
Maxi Kit” de Roche Diagnostics.

1.8. Material de electroforesis

Los geles de poliacrilamida se prepararon por procedimientos
estandar utilizando acrilamida:bisacrilamida en proporciéon 29:1, TEMED y
persulfato amoénico procedentes de Bio-Rad Laboratories (Richmond, VA,
EE. UU.). Los marcadores de peso molecular de proteinas empleados fueron:
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“BenchMark™ Protein Ladder” (10747012) y “EZ-RUN Protein Standards”
(BP3603-1) de Thermo Fisher Scientific.

En los geles de agarosa se utilizé6 tampén TAE 1x y agarosa de Sigma-
Aldrich. Como marcador de peso molecular de DNA se empleé el “2-Log DNA
ladder” de New England BioLabs.

1.9. Plasmidos y clonaciones
Los principales plasmidos empleados en este trabajo fueron:

¢ pFLAG-CMVTM-6b-laforina: derivado del vector pFLAG-CMVTM-6b
(Sigma-Aldrich, E2025). Contiene el cDNA de la isoforma 1 de la laforina
(NM_005670.3) entre los sitios de restriccion BamHI y Kpnl. Cedido por el
Dr. P. Sanz (IBV-CSIC, Valencia).

¢ pFLAG-CMVTM-6b-malina: derivado como el anterior del vector pFLAG-
CMVTM-6b (ver arriba). Contiene el cDNA de la malina (NM_198586.2)
entre los sitios de restriccién Bglll y BamHI. Cedido por el Dr. P. Sanz.

epCMV-HA-laforina: derivado del vector pCMV-HA (Clontech, Mountain
View, CA, EE.UU., #K6003-1). Contiene el cDNA de la isoforma 1 de la
laforina (NM_005670.3) entre los sitios de restriccion Sall y Kpnl. Cedido
por el Dr. P. Sanz.

epCMV-HA-malina: derivado también del vector pCMV-HA (ver arriba).
Contiene el cDNA de la isoforma 1 de la malina (NM_198586.2) entre los
sitios de restriccion Bglll y Notl. Cedido por el Dr. P. Sanz.

o pEAK-10-FLAG-GFP: derivado del vector pEAK-10 que contiene el cDNA de
la proteina verde fluorescente (GFP). Este plasmido fue cedido

amablemente por el Dr. A.T. Ting (Mount Sinai School of Medicine, New
York, EE.UU.).
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o ptfL.C3: este plasmido expresa la proteina LC3 fusionada al tandem
fluorescente mRFP y EGFP (#21074) y se compr6 a Addgene (Teddington,
Reino Unido).

e Los plasmidos ptagRFP-C1 (Evrogen, Moscow, Russia), pEYFP-C1 (BD
Biosciences) y sus variantes pEYFP-EYFP-NLS y pEYFP-EYFP-NLS-PKI
fueron cedidos por la Dra. Y.M. Chook (University of Texas Southwestern
Medical Center, Dallas, TX, EE.UU.). La secuencia completa de la isoforma 1
y las secuencias candidatas NLS y NES de la laforina se generaron a partir
de su cDNAs (NM_005670.3).

Las clonaciones realizadas para los experimentos de transporte
nucleo-citoplasma emplearon los plasmidos indicados y fueron las

siguientes:

e ptagRFP-laforina: el cDNA de la isoforma 1 de la laforina se clon6 en el

plasmido ptagRFP-C1 entre los sitios de restriccion EcoRI/BamHI
mediante los siguientes cebadores:

e Directo Mfel (5'-ATACAATTGTCGCTTCCGCTTTGGG-3")

e Reverso BamHI (5'-GGTGGATCCCTACAGGCTACACACAGAAGAACG-3")

¢ pEYFP-EYFP-NLS(laforina): la secuencia del cDNA que codifica para una
NLS candidata de la laforina (FLMAKRPAVYIDEEALARAQEDFFQKFGKV),
se clon6 en el plasmido p(EYFP)2-NLS entre los sitios de restricciéon

Bglll/HindlIII en sustitucion de la secuencia NLS del virus SV40, utilizando
los siguientes cebadores:

e Directo Bglll (5'-ATAGATCTTTCCTCATGGCCAAGAG-3")

e Reverso HindIII (5'-TTAAAGCTTAACCTTCCCAAATTTCTGG-3")

¢ pEYFP-EYFP-NLS-NES(laforina): las secuencias del cDNA que codifican
para las tres NES candidatas de la laforina (NES-1: QVEHVTIKLKHELGI,
NES-2: VQMLPQAVCLLHALL y NES-3: YVYMGWNLRKVQYFLM) se clonaron
en el plasmido p(EYFP)2-NLS-NES(PKI) entre los sitios de restriccion
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BamHI/Xhol en sustitucion de la secuencia NES del inhibidor de la quinasa

dependiente de cAMP (PKI), empleando los siguientes cebadores:

Directo NES-1 BamHI/Xhol (5'-GATCCCAGGTGGAACATGTAACCATC
AAACTGAAGCATGAATTGGGGATTTGAC-3")

Reverso NES-1 BamHI/Xhol (5'-TCGAGTCAAATCCCCAATTCATGCTT
CAGTTTGATGGTTACATGTTCCACCTGG-3")

Directo NES-2 BamHI/Xhol (5'-GATCCGTACAGATGCTGCCCCAGGCGG
TGTGCCTGCTGCATGCGCTGCTGTGAC-3")

Reverso NES-2 BamHI/Xhol (5'-TCGAGTCACAGCAGCGCATGCAGCAG
GCACACCGCCTGGGGCAGCATCTGTACG-3")

Directo NES-3 BamHI/Xhol (5'-GATCCTATGTGATGGGCTGGAATCTGA
GGAAGGTGCAGTATTTCCTCATGTGAC-3")

Reverso NES-3 BamHI/Xhol (5'-TCGAGTCACATGAGGAAATACTGCAC
CTTCCTCAGATTCCAGCCCATCACATAG-3")

e pEYFP-Bimax2: la secuencia del cDNA que codifica para este péptido
(GSRRRRRRKRKREWDDDDDPPKKRRRLD) se cloné en los sitios de
restriccion HindIll/BamHI mediante los siguientes cebadores, que incluian

la secuencia completa de éste:

Directo HindIll/BamHI (5'-AGCTTATGGTAGTAGAAGAAGAAGAAGA
AGAAAAAGAAAAAGAGAATGGGATGAT GATGATGATCCACCAAAGAA
GAGAAGAAGACTTGATTGAG-3")

Reverso HindIll/BamHI (5'-GATCCTCAATCAAGTCTTCTTCTCTTCTT
TGGTGGATCATCATCATCATCCCATTCTCTTTTTCTTTTTCTTCTTCTTC
TTCTTCTACTACCATA-3")

1.10. Aparatos

Para los cultivos celulares se emple6 un incubador TC2323 Shel Lab.

de Sheldon Manufacturing Inc., una campana de flujo laminar Bio II A de

Telstar Industrial (Terrassa, Espafia) y un microscopio invertido Axiovert
25 de Carl Zeiss (Oberkochen, Alemania).
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Para tomar imagenes de microscopia de fluorescencia se utilizé un
microscopio confocal Leica TCS-SP2-AOBS (Leica Cambridge Ltd,
Cambridge, Reino Unido) o un microscopio Zeiss Observer Z1 acoplado a
una camara fotografica AxioCam MR Rev3 de Carl Zeiss (Oberkochen,
Alemania).

Para la homogeneizacion de las células en cultivo para obtener
después subfracciones celulares se emple6 una bomba de cavitaciéon de
nitrégeno con vaso de disrupcién modelo 4639 de Parr Instruments Co.
(Moline, IL, EE.UU.).

Los experimentos de citometria de flujo se llevaron a cabo con un
citdbmetro FACSCalibur de BD Biosciences.

Las medidas espectrofotométricas, fluorimétricas y luminométricas
se realizaron con un espectrémetro M5/SpectraMax de Molecular Devices
(Sunnyvale, CA, EE. UU.). Para medidas de pequeiio volumen se utilizé un
NanoDrop modelo 1000 de Thermo Fisher Scientific.

Las sonicaciones se realizaron en un sonicador Microson Ultrasonic
(QSonica, LLC, Newtown, CT, EE.UU.).

Las ultracentrifugas, los rotores y los tubos utilizados eran todos de
Beckman Coulter (Brea, CA, EE.UU.).

Para las PCRs se utilizaron los termocicladores “GeneAmp® PCR
System 9700” y “The StepOne™ Real-Time PCR System”, ambos de Applied
Biosystems (Foster City, CA, EE.UU.).

Las densitometrias se realizaron con un escaner Amersham Imager

de GE Healthcare Life Sciences.

Otros equipos (microscopios, estufas, bafios, neveras, congeladores,
agitadores, centrifugas de mesa, balanzas, equipos de electroforesis y de
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transferencia, pH-metros, etc.) fueron los habituales en un laboratorio de
biologia celular y molecular.

1.11. Programas bioinformaticos

Para predecir secuencias de importaciéon nuclear (NLSs) en proteinas

reconocidas por importina «, se consultaron los siguientes servidores de
acceso libre:
e NLSMapper
(http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi) [267].
e NLStradamus
(http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/) [268].
e NucPre
(http://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/) [269].
e SeqNLS
(http://mleg.cse.sc.edu/seqNLS) [270].

Para predecir secuencias de exportacién nuclear (NESs) en proteinas

reconocidas por la exportina 1 (CRM1), se consultaron los siguientes
servidores generados por el laboratorio de la Dra. Y. M. Chook del UT
Southwestern Medical Center, también de acceso libre:
e LocNES
(http://prodata.swmed.edu/LocNES/LocNES.php) [271].
e ValidNESs
(http://validness.ym.edu.tw/PREDICTION.php).
e NetNES 1.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) [251].

Finalmente, se emplearon también otros programas informaticos de uso
habitual en los laboratorios de biologia celular y molecular como el Image
Quant ECL (GE Healthcare Life Sciences) para la cuantificacion de las
densitometrias, el MetaMorph versién 7.0 de Molecular Devices para
cuantificar las colocalizaciones en la microscopia de fluorescencia o el

“software” estadistico Graph Pad Prism de Graph Pad Software (La Jolla, CA,
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EE.UU.) Para la identificacion de las proteinas correspondientes a los
péptidos obtenidos del analisis de proteémica se utilizé el ProteinPilot™
Software version 4.5 (AB Sciex) utilizando la base de datos de ExPasy como
referencia.

2. Métodos

2.1. Cuantificacion de la concentracion de proteinas

La concentraciéon de proteinas de los extractos celulares se
determind sobre todo mediante el método colorimétrico de Lowry [272]
modificado con desoxicolato sodico [273] y usando BSA como patrén con
una concentracion conocida. La absorbancia resultante se midié a 750 nm,
utilizando un espectrofotémetro M5/Spectra Max de Molecular Devices.
Ocasionalmente, a efectos comparativos para algunas mediciones de la
concentracion de proteinas, se utilizaron otros procedimientos clasicos
(absorcién UV a 280 nm, Biuret o azul brillante de Coomassie) o el kit “BCA
Protein Assay” (Thermo Fisher Scientific).

2.2. Expresion transitoria de proteinas recombinantes en células
eucariotas

Para la sobresobrexpresionxpresién transitoria de proteinas
recombinantes, los cultivos celulares se transfectaron con los
correspondientes plasmidos, utilizando diferentes agentes de transfeccion
en funcién del tipo celular y siguiendo en cada caso las especificaciones de
los fabricantes. Para las células HeLa, HEK293T y COS-7 se utilizé
“X-tremeGENE 9 o HP”, ambos de Roche Diagnostics o el método clasico con
CaClz como se describe en “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” [274].
Para las células HT-1080 se utilizé6 Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher
Scientific).

2.3. Microscopia de fluorescencia

Las diferentes células se sembraron sobre cubreobjetos y, tras los
tratamientos correspondientes en cada caso, se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS durante 10 min, se lavaron 3 veces
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con PBS y se montaron empleando el medio de montaje FluorSave™
(345789) de EMD Millipore. Las células sembradas y fijadas como se ha
descrito arriba, se incubaron con NH4Cl 75 mM y glicina 20 mM en PBS
durante 10 min para bloquear los grupos aldehido reactivos generados por
el PFA. A continuacion, se permeabilizaron las células con Tritén X-100 al
0,3% (v/v) en PBS durante 15 min y se bloquearon con BSA al 1 %,
Triton X-100 al 0,1 % y FBS al 4 % en PBS durante 30 min. Posteriormente,
las células se incubaron con los correspondientes anticuerpos primarios
durante toda la noche a 4 °C. Después, se lavaron 3 veces con PBS y se
incubaron durante 1 h con los correspondientes anticuerpos secundarios
conjugados a fluoré6foros del tipo Alexa Fluor (ver Tabla 3). Finalmente, tras
cinco lavados con PBS, las muestras se montaron sobre portaobjetos usando
el medio de montaje FluorSave™. En determinados experimentos, las células
fueron también incubadas con DAPI a una concentracién de 1 pg/ml en PBS
durante 10 min para tefiir el DNA y localizar de manera precisa los nucleos
en las células. Todos los pasos, a excepcion de la incubaciéon con los
anticuerpos primarios, se realizaron a 22 °C. Los experimentos se llevaron a
cabo siempre con sus respectivos controles en los diferentes pasos. Las
preparaciones se observaron mediante un microscopio de fluorescencia
Zeiss Observer Z1 acoplado a una camara fotografica AxioCam MR Rev3 de
Carl Zeiss. Para tomar imagenes de microscopia confocal se utilizd un
microscopio Leica TCS-SP2-AOBS. La cuantificacién de las colocalizaciones
se llevo a cabo mediante el software MetaMorph versién 7.0.

2.4. Western-blot

El andlisis por Western-blot se llevd a cabo basicamente como se
describe en [275]. Las células se recogieron y se lisaron a 4 °C, con tampo6n
RIPA o con tampdn de lisis para la deteccion de proteinas fosforiladas, segiin
fuese apropiado para la muestra estudiada. A las muestras, una vez
determinada su concentracidn de proteinas, se les afiadi6 tampdn de carga
(2x) y se calentaron a 95 °C durante 10 min. Las proteinas presentes en las
diferentes muestras se analizaron en geles verticales desnaturalizantes y
discontinuos de poliacrilamida (SDS-PAGE), mediante electroforesis
unidimensionales a voltaje continuo de 120V o 200 V, una vez el frente de
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las proteinas alcanz6 el gel separador. El porcentaje de acrilamida utilizado
en los geles varié entre el 8 y el 15 %, dependiendo de 1a masa molecular de
la proteina que se pretendia detectar.

Las proteinas de los geles de SDS-PAGE se transfirieron a membranas
de fluoruro de polivinilideno (PVDF, EMD Millipore) mediante transferencia
himeda a 30 Vy 4 °C durante 16-18 h. La transferencia de las proteinas a la
membrana de PVDF se verificaba mediante la tincion de ésta con rojo
Ponceau S al 0,5 % en 4cido acético al 1 % durante 10 min. Posteriormente,
la tincion se eliminaba lavando tres veces las membranas con tampén Tris
salino (TBS) suplementado con detergente Tween-20 al 0,05 % (TBS-T).
A continuacién, se bloqueaban con leche desnatada al 5% (p/v) en TBS-T
durante 1 h a 22 °C y, posteriormente, se incubaban con el correspondiente
anticuerpo primario a 4 °C durante toda la noche. Después, las membranas
se lavaban exhaustivamente con TBS-T y se incubaban con sus respectivos
anticuerpos secundarios durante 1 h a 22 °C. Por ultimo, tras tres lavados
con TBS-T y un udltimo lavado con TBS para retirar el exceso de anticuerpo,
las proteinas se visualizaban utilizando el sustrato quimioluminiscente
“Lumi-Light Western Blotting Substrate” (Roche Diagnostics) o “ECL
Western Blotting Detection Reagent” (GE Healthcare Life Sciences) en
peliculas radiograficas “Medical X-Ray Film” (Kodak, Rochester, NY. EE.UU.).
Las bandas reveladas de proteinas se cuantificaron mediante un analisis por
densitometria, utilizando el software Image Quant ECL (GE Healthcare Life
Sciences) dentro del rango lineal de respuesta del anticuerpo.

Para la deteccién de mas de una proteina de interés con parecida
masa molecular en la misma membrana de PVDF, se llev6 a cabo un proceso
de “stripping” tras la visualizacion de la primera proteina. Para esto, la
membrana, ya revelada para el primer anticuerpo, se trataba durante
20 min a 22 °C, bien con un tampon glicina (glicina 50 mM, SDS 10 % pH 2,3)
o bien con cloruro de guanidinio (CHgCIN3) 7 M. Después de este
tratamiento, se lavaba la membrana varias veces con TBS y se volvia a
bloquear y a incubar con los anticuerpos correspondientes, siguiendo el
proceso que se ha descrito en el parrafo de arriba.
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2.5. Estudio de la expresion de la laforina y de la malina mediante
RT-qPCR

El analisis de la expresion de la laforina y de la malina se llevé a cabo
en el correspondiente medio de cultivo completo o sin glucosa. Para ello, se
aislo en primer lugar el RNA total procedente de las diferentes células en
cultivo (ver mas abajo, apartado 2.5.1.). Después, el RNA se copi6 a DNA de
cadena simple (cDNA), que fue amplificado y cuantificado tal y como se
indica mas adelante (apartado 2.5.2.).

2.5.1. Extraccion y purificacion del RNA

La obtenciéon del RNA de células en cultivo se llevo a cabo utilizando
el kit “High Pure RNA Isolation Kit" de Roche Diagnostics, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se sembraron los diferentes
fibroblastos humanos y las células HeLa y, cuando alcanzaron un 80 % de
confluencia, se incubaron en medio completo con glucosa (4,5 g/1) o sin
glucosa durante 8 h. Transcurrido ese tiempo, las células se tripsinizaron y
los sedimentos de células se resuspendieron en PBS y se lisaron con el
tampon de lisis proporcionado con el kit. Los lisados se cargaron en las
columnas proporcionadas por el kit, se incubaron con DNasa I para digerir
el DNA de las muestras y se lavaron con los tampones de lavado. Finalmente,
las diferentes muestras de RNA fueron eluidas en 50 pl tampén de elucién y
se midieron con un NanoDrop modelo 1000 de Thermo Fisher Scientific.

2.5.2. RT-qPCR

Primero se llevé a cabo la retrotranscripcién del RNA (RT-PCR). Para
ello, 200 ng de RNA total de cada muestra se copiaron a cDNA en el
termociclador “GeneAmp® PCR System 9700” (Applied Biosystems)
utilizando el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” de Applied
Biosystems mediante tres pasos (activacion de la RT-polimerasa,
desnaturalizacion del RNA y copia del RNA a cDNA), siguiendo el protocolo
del fabricante.
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Una vez obtenido, el cDNA de la laforina y de la malina se
cuantificaron por qPCR utilizando sondas “TagMan Gene Expression”
(Thermo Fisher Scientific) especificas para ellas y empleando el
termociclador “The StepOne™ Real-Time PCR System” (Applied Biosystems).
Para ello se tomaron 20 ng de cDNA de cada muestra y se sometieron a
qPCR empleando las siguientes sondas fluorescentes:

e malina: Hs01112790_s1
e laforina: Hs00194655_m1
e GAPDH: Hs03929097_g1

El oligonucleétido para GAPDH se utiliz6 como control para
normalizar los datos de los diferentes experimentos. Como controles
negativos de la retrotranscripcion y PCR en tiempo real se utiliz6 agua
destilada estéril en lugar de RNA o DNA respectivamente. Ademas, el
producto de la retrotranscripcién del control negativo también se utilizé
posteriormente como control negativo en la PCR en tiempo real,
comprobando asi que ninguno de los componentes de la reaccion estaba
contaminado con RNA o DNA de otra procedencia. Para evitar la
contaminaciéon cruzada entre muestras y verificar los resultados, las
muestras se ensayaron por triplicado.

2.6. Obtencion de fracciones celulares
2.6.1. Aislamiento de una subfraccion celular enriquecida en niicleos
Las células, transfectadas o no segtin el caso con los correspondientes
plasmidos, se dejaron crecer durante 48 h hasta semiconfluencia y, tras dos
lavados con PBS, se incubaron en medio completo, en presencia o en
ausencia de glucosa 25 mM, durante 8h a 37°C. Después de este
tratamiento, las células se lavaron, se recogieron en PBS y se centrifugaron a
100 g durante 10 min a 4 °C. A continuacion, las células se lavaron una vez
mas con sacarosa 0,25 M y se resuspendieron en 2 ml de sacarosa 0,25 M
suplementada con el céctel de inhibidores de proteasas (ver apartado 1.5),
todo ello a 4 °C. Para llevar a cabo la rotura de la membrana plasmatica, la
suspension celular se coloco en una bomba de cavitacién de nitrégeno (Parr
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Instruments Co.) y se incub6 durante 10 min a 35 psi (~2,41 bar),a4°Cy
con agitacién ocasional. A continuacion, la suspension se hizo pasar 10 veces
a través de una aguja de 25 G para completar la rotura de la membrana
plasmatica celular. Como control se reservé una alicuota de estos
homogenados (H) para diferentes determinaciones (medida de Ia
concentracion de proteinas, Western-blot, etc.). El homogenado restante se
centrifugé a 1.000 g durante 10 min a 4 °C, obteniéndose un sedimento
enriquecido en nucleos denominado fraccion nuclear (N) y un
sobrenadante, que se centrifugé de nuevo a 20.000 g durante 30 min a 4 °C.
El sobrenadante resultante de los 20.000 g se denominé fraccién
citoplasmatica (C), ya que contiene el citosol y algunos componentes
celulares de pequefio tamafio (microsomas, etc.). Para algin experimento en
concreto, entre la fraccion nuclear y citoplasmatica se realiz6 una
centrifugacion a 10.000 g durante 15 min a 4 °C y a los sedimentos de las
centrifugaciones a 10.000 g y 20.000 g en esas condiciones se les designd
como P1 y P2, respectivamente. La fracciéon nuclear se lavé dos veces con
sacarosa 0,25 M. Finalmente, se afiadié a todas las muestras (fracciones
nucleares, fracciones citoplasmaticas y homogenados) la cantidad
correspondiente de tampo6n RIPA concentrado suplementado con el coctel
de inhibidores de proteasas y se incubaron durante 30 min a 4 °C con
agitacion ocasional. La concentraciéon de proteina en las diferentes
fracciones fue estimada mediante el método de Lowry-desoxicolato
(apartado 2.1.). Después, se tomaron 50 pg de cada fraccién y fueron
analizados por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12 %, por
Western-blot.

2.6.2. Aislamiento de una fraccion enriquecida en polisomas

Se obtuvo una fracciéon enriquecida en polisomas a partir de
fibroblastos humanos en cultivo, incorporando algunas modificaciones a un
método previamente descrito [276, 277]. Brevemente, los fibroblastos se
incubaron con CHX (100 pg/ml) durante 15 min, se lavaron y se recogieron
con PBS suplementado con CHX a la misma concentraciéon, a 4 °C.
A continuacién, las células se centrifugaron, se resuspendieron en un
tampon isosmolar (sacarosa 0,25 M, KCl 25 mM, MgCl; 5 mM y Tris-HCI
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50 mM a pH 7,4) suplementado con el coctel de inhibidores de proteasas y
se incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, para llevar a cabo la
rotura de la membrana plasmatica, se colocé la soluciéon celular en una
bomba de cavitacion de nitrégeno (ver apartado 2.6.1.) y se incub6 durante
10 min a 35 psi (~2,41 bar), a 4°C y con agitaciéon ocasional. El extracto
resultante se trat6 8 veces (8 “strokes”) con un homogeneizador Potter-
Elvehjem (VWR) y luego se centrifugé a 1.000 g durante 5 min a 4 °C. El
sobrenadante de 1.000 g se centrifug6 a 10.000 g durante 10 min a 4 °C.
Tanto el sedimento de 1.000 g, compuesto principalmente de ntcleos, como
el de 10.000 g, compuesto principalmente por mitocondrias, lisosomas y
peroxisomas, se lavaron con tampdn isosmolar en las mismas condiciones
de centrifugacion y se resuspendieron con tampdn de carga para SDS-PAGE
de Laemmli 1x. El sobrenadante de 10.000 g se separ6 en dos tubos para
poder detectar las proteinas asociadas a polisomas. Uno de los tubos se
utiliz6 como control, para lo que se le trat6 con EDTA 15 mM durante
15min a 4°C o con 100 pg/ml de RNasa A durante 45 min a 22 °C con
agitaciéon ocasional; ambos tratamientos provocan la disociaciéon de los
polisomas. El sobrenadante, tratado o no, se dispuso en un tubo de
ultracentrifuga en la parte de arriba de un gradiente discontinuo de
sacarosa, suplementado con MgCl; 2 mM, y formado por cuatro capas de
1,5 ml, cada una de ellas con una concentracién de sacarosa distinta (de
arriba abajo: 0,25M, 1,35M, 1,6 M y 2 M). Los tubos se centrifugaron a
250.000 g durante 2 h a 4 °C en una ultracentrifuga con un rotor 70.1 Ti
(Beckman Coulter, Palo Alto, CA, EE.UU.). Posteriormente, se recogieron
fracciones de 1 ml desde la superficie y el sedimento (rico en polisomas) se
resuspendi6 en tampoén de carga para SDS-PAGE de Laemmli 1x. Las
fracciones recogidas se precipitaron a 4 °C con acido tricloroacético al 10 %.
Los precipitados resultantes se lavaron con acetona fria, se resuspendieron
en tampodn de carga de Laemmli 1x y se incubaron a 95 °C durante 10 min.
Tanto las diferentes fracciones como el sedimento del gradiente se
analizaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12 % y posterior
Western-blot.
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2.7. Estudios sobre autofagia

Los procedimientos generales relacionados con el estudio de
autofagia se realizaron siguiendo las recomendaciones de las “Guidelines for
the use and interpretation of assays for monitoring autophagy (34 edition)”
[278]. En esta tesis doctoral, de manera mas especifica, hemos utilizado los
métodos siguientes.

2.7.1. Analisis de la actividad autofagica por fluorescencia con el
marcador ptf-LC3

Este analisis, que permite estudiar las distintas etapas de la autofagia,
se realiz6 por microscopia de fluorescencia utilizando fibroblastos humanos
y transfectando transitoriamente las células con un plasmido, ptf-LC3, que
expresa la proteina LC3 fusionada con dos fluoréforos situados en su
extremo amino terminal (mRFP-EGFP-LC3). Brevemente, un dia antes de la
transfeccion se sembraron los fibroblastos humanos control y de pacientes
con LD a una confluencia aproximada del 70 % sobre cubreobjetos
redondos en placas de 24 pocillos. Después, los fibroblastos se transfectaron
con el mencionado pldsmido empleando Lipofectamina 2000 y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para ello, se retir6 el medio de cultivo y se
afnadieron 500 pL del medio Opti-MEM a cada pocillo. Para cada pocillo se
prepararon ademdas dos mezclas por separado, ambas con 50 pL de
Opti-MEM; la primera con 2 pL de Lipofectamina 2000 y la segunda con 1 pg
del plasmido. Tras incubar las dos mezclas por separado durante 5 min a
22 oC, se afiadio la segunda sobre la primera. La mezcla resultante se incubd
30 min mas a la misma temperatura y se afadié gota a gota sobre las células.
Tras una incubacion de 6 h a 37 °C, se sustituy6 el medio de transfeccién por
el medio completo de fibroblastos, en el que se incubaron las células
durante 48 h mas para permitir la sobrexpresion de la proteina.
Posteriormente, se incubaron en KH en presencia de inhibidores
lisosomales (leupeptina 100 uM y pepstatina A 1 uM) durante 2 h a 37 °C.
A continuacién, las células se fijaron con PFA al 4 % durante 10 min a 22 °C,
se retiro el fijador y se lavaron las células tres veces con PBS (5 min por
lavado). Tras los lavados, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos
con el liquido de montaje FluorSave™. Finalmente, las preparaciones se
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observaron y se fotografiaron en un microscopio confocal de fluorescencia.

2.7.2. Estimacion de la masa lisosomal

Para determinar de manera aproximada el contenido relativo en
lisosomas de los fibroblastos humanos, tanto de controles como de
pacientes de Lafora, se sembraron las células en placas de 6 pocillos y se
incubaron en su correspondiente medio de cultivo hasta que alcanzaron una
confluencia aproximada del 80 %. A continuacion se tripsinizaron las células
y se incubaron en suspensiéon (2 x 10> células/ml) durante 2 h, bien en su
medio de cultivo o bien en KH y durante los udltimos 30 min de esta
incubacion se les afiadi6 a todas las muestras el marcador fluorogénico
LysoTracker Red DND-99 (A de excitaciéon 577) a una concentracion final de
50 nM. La fluorescencia emitida (590 nm) se cuantificé mediante citometria
de flujo [279] y este valor proporciona una estimaciéon comparativa de la
masa lisosomal en las diferentes células y condiciones.

2.7.3. Analisis de la mitofagia

Para inducir la mitofagia en las células se utilizaron diferentes
agentes como el carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP, 10 pM), el
carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, 10puM) o una
combinacién de oligomicina (10 uM) y antimicina A (1 uM), manteniendo
los mismos tiempos de incubaciéon. EI CCCP y el FCCP producen la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, mientras que la oligomicina y
la antimicina producen la inhibicion del complejo V o ATP sintasa
mitocondrial y del complejo Il mitocondrial, respectivamente.

Para observar el efecto producido por los tratamientos que inducen
la mitofagia sobre la morfologia mitocondrial, las células se hicieron crecer
sobre cubreobjetos y se incubaron con MitoTracker 100 nM durante 30 min
a 37 °C. Después, se lavaron las células con PBS y se trataron o no con CCCP,
FCCP o la combinacién de oligomicina y antimicina A en medio completo
durante 18 h. A continuacién, las células fueron fijadas con PFA al 4 % en
PBS durante 10 min a 22 °C, se lavaron 3 veces con PBS y se montaron
usando el liquido de montaje FluorSave™.

65



Para analizar y cuantificar, mediante inmunofluorescencia, los
niveles de LC3-II en los experimentos de mitofagia, las células fueron
lavadas e incubadas en medio completo en presencia o en ausencia de CCCP,
FCCP o una combinacion de oligomicina y antimicina A durante 18 h a 37 °C.
Durante las tltimas 2 h de tratamiento con los inductores de la mitofagia, las
células fueron incubadas en medio completo o en KH, ambos con
inhibidores lisosomales. Para inhibir la funcién lisosomal se utilizé tanto
bafilomicina A1 500 nM como las combinaciones de leupeptina 100 puM con
NH4Cl 20 mM o con pepstatina A 1 uM, obteniéndose los mismos resultados.
A continuacion se fijaron las células y se procedié como se ha descrito en el
parrafo anterior, pero utilizando el anticuerpo primario anti-LC3B (1:100).
Las imagenes fueron tomadas usando un microscopio confocal SP2 de Leica
y las cuantificaciones de fluorescencia se realizaron usando el software
MetaMorph de Molecular Devices.

Para el estudio de la degradaciéon de mitocondrias por autofagia se
utilizaron tres aproximaciones diferentes, que se describen a continuacion.

2.7.3.1. Citometria de flujo para la cuantificacién de los niveles de
MitoTracker Red

Las células, crecidas hasta semiconfluencia, se incubaron en medio
completo con MitoTracker Red 100nM durante 30 min a 37°C.
A continuacién, se lavaron tres veces con PBS para eliminar el exceso de

fluoré6foro y se trataron o no con CCCP 10 uM, FCCP 10 pM o la combinacién
de oligomicina y antimicina A, 10 uM y 1 uM respectivamente, en medio
completo durante 18 h a 37°C. Tras este tratamiento, las células se
recogieron por tripsinizacion, se lavaron dos veces con PBS a 0-4°C y se
resuspendieron (106 células/ml) en 500 pul de BSA al 1 % en PBS a 0-4 °C.
Las muestras se mantuvieron en hielo hasta el momento de ser analizadas.
La fluorescencia emitida fue cuantificada mediante citometria de flujo (A de
excitacion/emisién: 579/599). Se realizaron tres experimentos
independientes y los valores de fluorescencia se obtuvieron a partir de
10.000 células por cada tipo celular y condicion.
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2.7.3.2. Western-blot para medir los niveles de LC3-II v de proteinas

mitocondriales

Para la deteccién y cuantificacion mediante Western-blot de los
niveles de LC3-II y de las proteinas mitocondriales que se especifican en los
resultados, las células se incubaron en medio completo en presencia o
ausencia de CCCP 10 puM, FCCP 10 uM o la combinacién de oligomicina y
antimicina A, 10 pM y 1 pM respectivamente, durante 18 h a 37 °C. Durante
las tltimas 2 h de tratamiento con los agentes inductores de la mitofagia, las
células fueron incubadas en medio completo o en KH. Para analizar los
niveles de LC3-II se utilizaron ademas inhibidores lisosomales, que impiden
la degradacion por los lisosomas de la proteina lipidada LC3-II. Finalizada la
incubacion, las células se recogieron a 0-4°C con tampén RIPA
suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM,
aprotinina 1 pg/ml, EDTA 2 mM, pepstatina A 1pg/ml y leupeptina
1 pg/ml). Se hicieron siete ciclos de hielo-vortex cada 5 min y los extractos
se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4°C. Se recogieron los
sobrenadantes de esa centrifugacion, se cuantifico la concentracién de
proteinas y se analizaron 75 ug de proteina de cada muestra mediante
SDS-PAGE. Los geles de poliacrilamida fueron del 15 % para la LC3-11 y del
12 % para las proteinas mitocondriales. La transferencia electroforética se
realiz6 como se describe en el apartado correspondiente (apartado 2.4.),
empleando después los anticuerpos indicados en cada experimento. Las
bandas resultantes fueron analizadas mediante densitometria, utilizando un
densitometro Amersham Imager y el software Image Quant ECL (GE
Healthcare Life Sciences), siempre dentro del rango lineal de respuesta de
cada anticuerpo.

2.7.3.3. Microscopia de fluorescencia para el estudio de la colocalizacién de

mitocondrias v lisosomas

Para investigar la colocalizacién de mitocondrias y de lisosomas
mediante microscopia de fluorescencia, las células se hicieron crecer sobre
cubreobjetos y se incubaron con MitoTracker Red 100 nM durante 30 min a
37 oC. Después, se lavaron las células con PBS y se trataron o no con CCCP
10 uM, FCCP 10 pM o la combinacion de oligomicina y antimicina A, 10 pM y
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1 uM respectivamente, en medio completo durante 18 h. Durante las ultimas
2h de estos tratamientos con los inductores de la mitofagia, las células
fueron incubadas con inhibidores lisosomales. A continuacion, las células
fueron fijadas, permeabilizadas y bloqueadas, tal y como se detalla en el
apartado de 2.3. de esta seccidon. Posteriormente, las células fueron
incubadas durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo monoclonal
anti-LAMP2 (dilucion 1:100). Después, las células fueron lavadas cuatro
veces con PBS e incubadas con un anticuerpo frente a ratén conjugado con
Alexa Fluor 488 (1:400), durante 1 h a 22 °C. Finalmente, las células se
lavaron varias veces con PBS y los cubreobjetos fueron montados sobre
portaobjetos usando FluorSave™. Las preparaciones fueron observadas en
un microscopio de fluorescencia Zeiss Observer Z1 y las imagenes fueron
tomadas usando un microscopio confocal SP2 de Leica. La cuantificacion de
las colocalizaciones se realiz6 usando el software MetaMorph versiéon 7.0 de
Molecular Devices. Cada experimento se llevd a cabo por triplicado,
analizando un total de 40 células por cada condicién ensayada.

Para estudiar la colocalizaciéon de mitocondrias y lisosomas también
se utiliz6, junto al anticuerpo que reconoce a la proteina lisosomal LAMP2,
el anticuerpo primario anti-TOM20 (diluciéon 1:300), que reconoce esta
proteina de la membrana externa mitocondrial, como alternativa al uso del
MitoTracker Red.

2.8. Estudio del transporte nucleo-citoplasma de la laforina
2.8.1. Entrada al nucleo

Para estudiar la entrada de la laforina al ntcleo, se transfectaron
transitoriamente las células HT-1080 con el plasmido que permite la
expresion de la laforina conjugada con la proteina roja fluorescente
(RFP-laforina). En ocasiones, y cuando asi se indica, este plasmido se
cotransfect6 con otro plasmido (EYFP-Bimax), que permite la expresion del
péptido Bimax2 conjugado con la proteina amarilla fluorescente. Tras 48 h,
las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron en medio completo
con o sin glucosa durante 8 h.
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Una vez verificada la entrada de la laforina al ntcleo por microscopia
de fluorescencia (ver ultimo parrafo del siguiente apartado), se estudi6 por
ese mismo procedimiento la posible relevancia de una NLS de la laforina que
se identificd “in silico” a partir del analisis informatico con los programas
indicados en el apartado 1.11. Como control, se emple6 la NLS del virus
SV40 y ambas secuencias se conjugaron con la de la proteina EYFP. En este
caso, para analizar el transporte nuclear de la laforina también se
sobrexpresaron transitoriamente durante 48 h las proteinas en células
HT-1080.

2.8.2. Salida del nucleo

Para estudiar la salida de la laforina del nucleo, en primer lugar se
transfectaron transitoriamente células HT-1080 sembradas en 6 pocillos y
por triplicado en placas de 24 pocillos con el plasmido que permite la
sobrexpresion de la laforina conjugada a la proteina roja fluorescente (RFP-
laforina). Tras 24 h, las células se trataron o no durante 18 h con KPT-185,
un inhibidor de la via dependiente de CRM1, a una concentracién 1 uM en
medio completo. Durante las ultimas 13 h de este tratamiento, dos de los
pocillos (uno de ellos tratado y el otro sin tratar con el inhibidor) se lavaron
con PBS y se incubaron primero en medio completo sin glucosa durante 8 h
y después en medio con glucosa (4,5 g/1) durante las siguientes 5 h. Como
controles, el resto de pocillos se incubaron durante las ultimas 8 h de
tratamiento con el inhibidor con medio completo en presencia o en ausencia
de glucosa.

Las tres secuencias que podian corresponder a NES en la laforina
(NES-1-3) y que se identificaron “in silico” a partir del analisis informatico
con los programas del apartado 1.11. se sobrexpresaron transitoriamente,
conjugadas a la proteina EYFP, en células HT-1080. Como control se emple6
una NES clasica procedente del inhibidor de proteina quinasas dependiente
de cAMP (PKI). Tras 24 h, las células se trataron o no con KPT-185 1 uM
durante 18 h. Todos estos experimentos se repitieron utilizando otro
inhibidor de CRM1, la leptomicina B, a una concentracién 5 nM.
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En todas las aproximaciones experimentales para el estudio del
transporte de la laforina a través del poro nuclear en uno u otro sentido, se
incubaron también las células con Hoechst a una concentracién final de
5 ug/ml durante los ultimos 30 min de los diferentes tratamientos. Tras
dicho tiempo, se tomaron imagenes de fluorescencia in vivo de 20 células
para cada condicién, en el microscopio confocal (valores de 350/461 nm
para Hoechst, 555/584 nm para RFP y 512/529 nm para EYFP,
excitacion/emisién respectivamente). La intensidad de fluorescencia
procedente del citoplasma o del nucleo en cada célula individual se
cuantifico utilizando el software Image] version k 1.45, de uso publico, junto
con el paquete de procesado de imagenes Fiji.

2.9. Estudio de la endocitosis

Las vias de endocitosis se pueden clasificar en dos grandes
categorias: la fagocitosis y la pinocitosis [165]. Esta dltima a su vez se puede
subdividir en endocitosis de fase fluida, dependiente de clatrina e
independiente de clatrina [166].

2.9.1. Endocitosis de fase fluida

El estudio de la endocitosis de fase fluida se llevo a cabo mediante
citometria de flujo, basandonos en un método previamente descrito [280].
Brevemente, las células, crecidas hasta semiconfluencia, se lavaron dos
veces con PBS y se incubaron durante 30 min en KH a 37 °C, puesto que en
trabajos previos habiamos comprobado que dicho tratamiento estimulaba
esta endocitosis. A continuacién, se afiadié un tipico marcador de la
endocitosis de fase fluida, el isotiocianato de fluoresceina FITC-dextrano
40S, a una concentracion final de 1 mg/ml y las células se incubaron a 37 °C
durante los diferentes tiempos que se indican. Tras esa incubacién, las
células se lavaron dos veces con BSA al 0,1 % en PBS a 4 °C, se tripsinizaron
y se centrifugaron a 100g durante 10 min a 4°C. Finalmente, se
resuspendieron a una concentracion de 106 células/ml en BSA al 0,1 % en
PBS y a 4°C, se anadié yoduro de propidio a una concentracién final de
6 nug/ml y las células se analizaron por citometria de flujo a las longitudes de
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onda de excitacion y de emision de 495 y de 519 nm, respectivamente,
cuantificAndose la intensidad de fluorescencia del FITC-dextrano presente
en las células para cada condicién experimental. Se realizaron tres
experimentos independientes y se calcularon las medias y las desviaciones
estdndar (SD) de los valores de fluorescencia. Como inhibidor de Ia
endocitosis de fase fluida se utilizé la metil-B-ciclodextrina a una
concentracion final de 5 mM.

2.9.2. Endocitosis mediada por receptor
2.9.2.1. Dependiente de clatrina

El estudio por citometria de flujo de la endocitosis mediada por
receptor dependiente de clatrina se llevé a cabo basandonos en el
procedimiento descrito en [281, 282], utilizando por separado dos sustratos
diferentes de la via, la transferrina y el EGF, ambos conjugados con el
fluoroforo AlexaFluor 488. Para ello, los fibroblastos, en semiconfluencia, se
lavaron con PBS y se incubaron en KH durante 30 min, ya que se habia
comprobado previamente que este tratamiento aumenta el tipo de
endocitosis estudiada en este apartado.

Para estudiar especificamente la internalizacion de la transferrina, se
afiadié AF488-transferrina a una concentracion final de 50 pg/ml durante
los tiempos de incubacién indicados. Seguidamente, las células se lavaron
con BSA al 0,1 % en PBS a 4 °C, se tripsinizaron y se recogieron de nuevo
con 0,1% de BSA en PBS a 4°C. Posteriormente, los fibroblastos se
centrifugaron a 100 g durante 10 min a 4 °C, se eliminé el sobrenadante y el
precipitado celular se resuspendié con 0,5 ml de BSA al 0,1 % en PBS a 4 °C.
Por ultimo, se afnadi6 yoduro de propidio a una concentracion final de
6 ug/ml a cada muestra celular y éstas se analizaron por citometria de flujo
con unas longitudes de onda de excitaciéon y de emisiéon de 495 y 519 nm,
respectivamente. Como control negativo de esta endocitosis, las células se
incubaron a 4 °C en presencia de un inhibidor de la via, el clorhidrato de
clorpromazina, a una concentracidn final de 10 pg/ml.
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El estudio de la internalizacion del EGF se realiz6 siguiendo el mismo
procedimiento que el utilizado para el estudio de la transferrina, pero
afiadiendo una soluciéon de AF488-EGF a una concentracion final de 2 pg/ml
en lugar de la de AF488-transferrina.

En ambos casos se obtuvieron las medias de los valores de
fluorescencia de tres experimentos diferentes con muestras por triplicado
en cada uno de ellos.

Para estudiar niveles del receptor de EGF (EGFR), total y fosforilado,
mediante Western-blot, las células semiconfluentes se lavaron con PBS y se
incubaron durante 1 h en KH. Posteriormente, las células se trataron con
EGF humano a una concentracion final de 100 ng/ml durante los tiempos
indicados. A continuacidn, se recogieron y se lisaron las células en tampoén
de lisis para proteinas fosforiladas (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 10 mM,
Nonidet P-40 al 1 % (v/v), glicerol al 20 % (v/v), PMSF 1 mM, leupeptina
100 uM, Na3V04 2 mM, NaF 100 mM y Na4P,07 20 mM) a 4 °C. El anticuerpo
especifico para la forma fosforilada del EGFR siempre se utiliz6 primero.
Posteriormente, las membranas se trataron con un tampén que produce
“stripping” (ver ultimo parrafo del apartado 2.4.) durante 20 min a 22 °C y
tras ello se utiliz6 el anticuerpo que reconoce el EGFR total.

2.9.2.2. Dependiente de caveolas

Brevemente, para el estudio de la endocitosis mediada por caveolas,
los fibroblastos se lavaron dos veces con PBS y se incubaron en KH durante
30 min a 37 °C. A continuacidn, se afiadié un sustrato fluorescente especifico
de esta via endocitica, el BodiPY FLC5 (ceramida (N-(4,4-difluoro-5,7-
dimetil-4-boro-3a,4a-diazo-s-indacen-3-pentanil)  esfingosina) a una
concentracion final de 0,5 uM y las células se incubaron a 37 °C durante los
tiempos de ensayo que se indican. Se detuvo la internalizacidn del sustrato a
los tiempos indicados en la seccion de Resultados, lavando las células con
BSA al 0,1 % en PBS a 4°C y manteniendo los fibroblastos en hielo durante
el resto del experimento. Las células se analizaron por citometria de flujo a
las longitudes de onda de excitaciéon y de emisién de 505 y 620 nm,
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respectivamente. A partir de tres experimentos independientes se
calcularon las medias * SD de la intensidad de fluorescencia cuantificandose
10.000 células por cada condiciéon. Como controles negativos de estos
experimentos se incubaron las células a 4°C (un control negativo valido
para todos los tipos de endocitosis mencionados) o se afiadi6 filipina III a
una concentracion final de 5 pg/ml durante la incubacién en KH.

2.10. Ensayo de la actividad de calpainas

Para analizar y cuantificar la actividad de las calpainas en las células
se utilizé el “Calpain Activity Assay Kit” (Abcam, ab65308) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, los fibroblastos que habian
crecido hasta semiconfluencia se tripsinizaron, se realizé un recuento de las
células y se centrifugaron 106 células por muestra a 100 g durante 6 min.
Las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 100 pul del tampén de
extraccidn del kit. Este tampon de extraccion recupera especificamente las
proteinas citosoélicas sin otros contaminantes celulares, como por ejemplo
proteasas lisosomales (un aspecto muy importante porque varias de esas
proteasas tienen una sensibilidad a muchos inhibidores similar a la de las
calpainas), y previene también la autoactivacion de las calpainas durante el
procedimiento de extraccién. Tras una incubacion de 20 min en hielo con
agitacion ocasional, los lisados se centrifugaron a 10.000 g durante 4 min a
4 oC, se recogid el sobrenadante y se dejo en hielo durante la determinacién
de la concentracidn de proteina mediante el método de Lowry-desoxicolato
mencionado en el apartado 2.1. Tras la cuantificacidn, se tomaron 50 ug de
proteina total de cada muestra y se diluyeron hasta un volumen final de
85 ul con el tampdn de extraccién. A cada muestra se le afiadieron 10 pl del
tampon de reaccion 10x del kit y 5 pl de un sustrato de calpainas también
procedente del kit. La incubaciéon se realizé a 37 °C en oscuridad para
preservar la fluorescencia, que se cuantific6 a los tiempos indicados con un
espectrometro M5/SpectraMax de Molecular Devices a las longitudes de
excitacion y de emision de 400 nm y 505 nm, respectivamente. Como
control negativo y control positivo del experimento se afadieron,
respectivamente, un inhibidor de calpainas y una solucién de calpainas
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activas. Ambos reactivos procedian también del kit empleado para estas
determinaciones.

2.11. Inmunoprecipitacion

Las proteinas conjugadas con los epitopos FLAG o HA se
inmunoprecipitaron siguiendo el protocolo previamente descrito por [283].
Para ello, se transfectaron transitoriamente células HEK-293T
semiconfluentes con la proteina fusionada con FLAG y se mantuvo la
expresion de la proteina durante un tiempo de 48 h. A continuacion, las
células se lavaron con PBS y se recogieron con tampon de lisis para
inmunoprecipitacion (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, Tritén X-100 1 %,
leupeptina 100 pM, PMSF 1 mM, pepstatina A 1 pM, aprotinina 10 pg/ml,
EDTA 5 mM, NaF 50 mM y NasP207 30 mM, pH 7,4). Los lisados celulares se
incubaron en hielo durante 20 min con agitacién ocasional y, a continuacion,
se sonicaron empleando la potencia de 10 W de un sonicador Microson
Ultrasonic durante 10 veces con una duraciéon de 10 s cada vez, seguidas de
enfriamiento durante 1 min a 0-4 °C. Los lisados resultantes se
centrifugaron a 13.000 g durante 10 min a 4 °C y los sobrenadantes de esa
centrifugacion se incubaron durante 1 h en agitacion y a 4 °C con la resina
de agarosa sin conjugar (AG-1000) de Vector Laboratories Inc. (Burlingame,
CA, EE.UU.). Esta resina habia sido previamente bloqueada con BSA al 5 %
disuelto en el tampdn de lisis durante 12 h a 4 °C y en agitacion, para reducir
la unién inespecifica de proteinas a la misma. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 13.000 g durante 1 min y a 4 °C, se recogieron los
sobrenadantes, se suplementaron con BSA hasta el 5% y se incubaron
durante 2 h a 4 °C en agitaciéon con la resina conjugada con el anticuerpo
anti-FLAG (A2220, Sigma-Aldrich) bloqueada previamente en las mismas
condiciones que la resina de agarosa sin conjugar. A continuacidn, se
centrifugaron los extractos a 13.000 g durante 1 min a 4 °C, se elimin6 el
sobrenadante y la resina se resuspendio y se lavo cuatro veces con tampon
de lisis para inmunoprecipitaciéon, pero aumentando la concentracién de
NaCl hasta 450 mM y durante un periodo de 15 min a 4 °C en agitacion.
Estos cuatro lavados se realizan para aumentar la especificidad de la unién a
la resina. Por ultimo, se llevo a cabo un lavado adicional con tampén de
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eluciéon (Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, Tritén X-100 0,1 %, glicerol 15 %,
EDTA 0,2 mM, pH 7,4) para equilibrar la resina. Una vez lavada, la resina se
incub6 de nuevo con tampon de eluciéon suplementado con 500 pg/mL del
péptido FLAG (F3290, Sigma-Aldrich) durante 2 h a 4 °C y en agitacion, para
eluir, por competiciéon con el péptido, las proteinas unidas al anticuerpo
anti-FLAG. Finalmente, se centrifug6 la resina a 13.000 g durante 1 min a
4 °C y se recogio el sobrenadante, donde se encuentran las proteinas que
habian inmunoprecipitado anteriormente. Este paso de elucion se repitio
dos veces mdas para asegurar la completa liberacién de las proteinas
especificamente unidas a la resina. El eluido resultante se hizo pasar a
través de columnas de exclusion molecular provistas de un filtro de acetato
de celulosa con poros de 0,45 um (Thermo Fisher Scientific), para separar la
resina de las proteinas inmunoprecipitadas. Para inmunoprecipitar las
proteinas conjugadas al epitopo HA se siguié el mismo protocolo descrito,
utilizdndose en este caso una resina anti-HA agarosa (26181, Thermo
Scientific) y una concentraciéon de péptido HA (12149, Sigma-Aldrich) de
1 mg/ml.

2.12. Cromatografia liquida y espectrometria de masas

Las proteinas inmunoprecipitadas, obtenidas tal y como se detalla en
el apartado anterior, se analizaron por cromatografia liquida y por
espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS). Para ello, las proteinas
eluidas de la resina anti-FLAG (ver apartado 2.11.), se separaron por
SDS-PAGE en geles unidimensionales discontinuos del 10 al 20 % de
poliacrilamida. A continuacion, los geles resueltos se enviaron a la Seccion
de Protedmica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion Experimental
(SCSIE) de la Universitat de Valéncia para su posterior procesamiento. En
primer lugar, los geles se tifieron con plata, utilizando el “Pierce™ Silver
Stain Kit” (Thermo Fisher Scientific) para visualizar las diferentes bandas
resueltas. Se compararon las muestras y se seleccionaron las bandas
diferenciales que se encontraban presentes en la inmunoprecipitacion de la
laforina con respecto al control de GFP. Las bandas se cortaron utilizando un
bisturi, se digirieron con tripsina [284, 285] y se cargaron en una columna
analitica de cromatografia liquida (NanoLC Column, 3 pm C18-CL, 75 um
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durante 15 cm; Eksigen) para separar los diferentes péptidos y analizarlos
en un espectrometro de masas (Nano ESI qQTOF (5600 TripleTOF), AB
Sciex, Framingham, MA). Las proteinas correspondientes a los péptidos
analizados se identificaron y cuantificaron utilizando el programa
ProteinPilot™ Software version 4.5 (AB Sciex) y la base de datos de ExPasy
como referencia. S6lo se incluyeron en los estudios posteriores las proteinas
representadas por al menos tres péptidos con un porcentaje de confianza
295 % y con una puntuaciéon >50 (minimum overall MASCOT score >50).

2.13. Estudio de la vida media de la laforina

Para estudiar la vida media de la laforina mediante Western-blot, las
células se dejaron crecer hasta semiconfluencia y se trataron con CHX
(100 pg/ml) en medio completo y en presencia o en ausencia de glucosa
segln el caso, a 37 °C durante los tiempos indicados. Las células se lavaron
con CHX (100 pg/ml) en PBS, se recogieron y se lisaron en tampoén RIPA,
suplementado con el coctel de inhibidores de proteasas, mediante siete
ciclos de agitaciéon en vortex/hielo de 5 min cada vez. Posteriormente, los
lisados se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 °C y la concentracion
de proteina de los sobrenadantes se determind por el método de Lowry
modificado. Se cargaron 75 pg de proteina de cada muestra en un gel
SDS-PAGE de poliacrilamida al 12 %. Las bandas detectadas con el
anticuerpo anti-laforina fueron cuantificadas mediante densitometria en un
escaner Amersham Imager con el software ImageQuant TL v8.1.0.0.

2.14. Tincion con acido peryddico de Schiff (PAS)

Las células (HeLa y COS-7 en este caso concreto) se hicieron crecer
sobre cubreobjetos de 12 mm de diametro que estaban situados en placas
de 24 pocillos y, una vez alcanzada una confluencia de aproximadamente el
80 %, se fijaron con una solucién de metanol:acetona (1:1) durante 6 min a
-20 oC. Transcurrido ese tiempo, se elimino el fijador y las preparaciones se
dejaron secar al aire durante 20 min. Después, fueron rehidratadas y
lavadas con PBS y, segln el caso, fueron tratadas o no con diastasa 0,5 %
durante 15 min a 37 °C. Se realiz6 un lavado con PBS y las preparaciones se
incubaron en una solucion de acido peryddico al 0,5% a 22°C durante
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30 min. A continuacion, los cubreobjetos se lavaron con agua corriente y se
incubaron con el reactivo de Schiff a 22°C durante 25 min. Una vez
finalizada esta incubacién, los cubreobjetos se lavaron con agua corriente y
se incubaron con una soluciéon de hematoxilina (1 mg/ml) durante 3 min. El
exceso de colorante se elimin6 mediante lavados con agua corriente y las
preparaciones se dejaron secar al aire durante 20 min. Finalmente, las
células se incubaron en xilol 100 % durante 1min y se montaron
rapidamente sobre portaobjetos con el medio de montaje DPX. Las células
fueron observadas en un microscopio Zeiss Observer Z1 y se tomaron 30
imagenes de cada muestra.

2.15. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos para determinar la significancia de
las diferencias encontradas entre pares de muestras se llevé a cabo
mediante la t de Student de dos colas, utilizando la versiéon 5.0 del software
estadistico Graph Pad Prism de Graph Pad Software. Para comparaciones de
mas de dos muestras se utilizo el test de ANOVA de un factor, con analisis
post hoc de Tukey. Los valores mostrados representan la media y la SD de, al
menos, tres experimentos independientes. Se consideraron significativas las
diferencias con los niveles siguientes: *P<0,01, **P<0,001 y ***P<0,0001.
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1. Alteraciones en la autofagia y en otros procesos
lisosomales y no lisosomales

1.1. Via autofagia-lisosomas
1.1.1. Determinacion de la actividad autofagica con el marcador
ptf-LC3

Como ya se ha comentado en la Introduccién, la macroautofagia es un
proceso que sigue una secuencia de varios pasos. Brevemente, tras la
induccién de la macroautofagia, porciones de citoplasma, que pueden incluir
organulos enteros, son rodeadas por una doble membrana. Esta se cierra
formando un pre-lisosoma, el autofagosoma, que secuestra asi el material
que va a degradarse. Posteriormente, los autofagosomas adquieren las
enzimas hidroliticas lisosomales y la bomba de protones por fusiéon con
lisosomas y/o endosomas y forman un tipo de lisosomas, los autolisosomas,
que se acidifican y donde finalmente ocurre la completa digestion de los
organulos y macromoléculas que fueron secuestrados [123].

Para ampliar la informacion sobre las alteraciones observadas en la
macroautofagia [75, 93-95], identificando el paso del proceso que estaba
afectado en LD, se utilizaron fibroblastos humanos transfectados de forma
transitoria con la construccién ptf-LC3. Esta expresa la proteina LC3
fusionada con dos fluoroforos situados en tandem en su extremo amino
terminal (mRFP-EGFP-LC3) y resulta muy util para seguir el proceso de
maduracion de los autofagosomas [135]. Esto se debe a que en los lisosomas
la fluorescencia de EGFP, pero no la de mRFP que es mas estable, se reduce
por el pH acido y las condiciones degradativas existentes en estos organulos,
mientras que esto no ocurre en los pre-lisosomas. De esta manera, los
autofagosomas muestran las dos fluorescencias, roja y verde, mientras que
la segunda se pierde progresivamente al acidificarse los autolisosomas,
quedando asi Unicamente la roja. De esta forma, puede determinarse si la
fusion de los autofagosomas con los lisosomas y/o endosomas se encuentra
alterada. Como se observa en la figura 10A, la fluorescencia en su conjunto
es menor en los fibroblastos deficientes en laforina y en los deficientes en

malina que en los fibroblastos control, mostrandose pués menores niveles
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de LC3 en los pacientes con LD. Ademas, en todas las lineas celulares existe
un patrdn similar entre las fluorescencias roja y verde, lo que se aprecia en
las imagenes de colocalizacién (amarillo) en las que no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de colocalizacion de dichas
fluorescencias entre fibroblastos control y de pacientes con LD (Fig 10B).
Por tanto, en los fibroblastos de pacientes con LD no parece estar alterada la
fusion de los autofagosomas con los lisosomas y/o endosomas, lo que
concuerda con los resultados previos de nuestro grupo, que indican que la
disminucién de la autofagia en los modelos de LD se debe a una menor
formacion de los autofagosomas.

A




w

B » 0o
o o o

Porcentaje de colocalizacién de
EGFP y RFP
S

0 T T T T l
C-1 C-2 L-2 L-3 M-1

Figura 10. La fusion de los autofagosomas con lisosomas y/o endosomas no
parece estar alterada en los fibroblastos de pacientes con LD. Fibroblastos
humanos control (C-1 y C-2, ay b, respectivamente), deficientes en laforina (L-2 y L-3,
c y d, respectivamente) y deficientes en malina (M-1, e) se transfectaron
transitoriamente con la construccién mRFP-EGFP-LC3. Tras 48 horas de sobrexpresion,
las células se incubaron durante 2 h en KH con inhibidores lisosomales (leupeptina
100 uM y pepstatina A 1 uM). En la figura (A) se muestran imagenes de fluorescencia
representativas. Las fluorescencias roja y verde corresponden a la proteina LC3
conjugada con RFP y EGFP, respectivamente, en azul los nucleos, y la combinacién de
las imagenes se muestra a la derecha. En el histograma (B) se cuantifica la
colocalizacién de la RFP y la EGFP utilizando el software Metamorph. Los valores
corresponden a las medias y SD, analizando un total de 40 células para cada linea
celular en tres experimentos independientes. Barra: 20 pm.

1.1.2. Cuantificacion de la masa lisosomal

También se analizaron por Western-blot los niveles de las dos
principales proteinas de la membrana lisosomal LAMP1 y LAMP2. Cabe
destacar que se encontraron unos niveles significativamente mayores de
ambas proteinas lisosomales, LAMP1 y LAMP2 (Fig. 11A y B,
respectivamente), en los fibroblastos humanos de pacientes deficientes en
malina con respecto a los controles y a los deficientes en laforina. Estos
resultados se obtuvieron tanto en células incubadas en medio completo
como en KH durante 4 h. Esto nos sugiere que, al igual que se ha postulado
para la laforina, en base a la filogenia de ambas proteinas la malina podria
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tener también funciones adicionales independientes de la laforina como en

este caso en lisosomas.
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Figura 11. Niveles de LAMP1 y LAMP2 en fibroblastos humanos control y de
pacientes con LD. Fibroblastos humanos control (C-1 y C-2) y de pacientes con LD
(deficientes en laforina (L-1, L-2 y L-3) y deficientes en malina (M-1)) se incubaron en
medio completo o KH durante 4 h. Las células se recogieron y lisaron con RIPA 1x
suplementado con un céctel de inhibidores lisosomales. Los extractos preclarificados
(75 pg) se analizaron mediante Western-blot. En la figura se muestran inmunoblots
representativos de las membranas incubadas con los anticuerpos anti-LAMP1,
anti-LAMP2 y anti-actina. Las bandas fueron cuantificadas por densitometria y los
valores de LAMP1 (A) y LAMP2 (B) se normalizaron frente a los correspondientes de
actina. Los valores obtenidos que se muestran en los correspondientes histogramas se
calcularon como porcentaje respecto al valor mas alto. Los valores corresponden a las
medias de tres experimentos independientes y las barras indican la SD (***P<0,0001).
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Aunque la macroautofagia estd disminuida en los fibroblastos de
pacientes deficientes en malina, este aumento en la cantidad de proteinas
lisosomales podria ser debido a que en estas células hay una mayor
produccion de lisosomas primarios.

1.1.3. Analisis de la mitofagia en los modelos celulares de LD
1.1.3.1. Estudio de la mitofagia en fibroblastos humanos control y de

pacientes con LD

En muchos trastornos neurodegenerativos se han descrito diferentes
alteraciones en las funciones mitocondriales [141]. Estos trastornos son
principalmente debidos a la elevada dependencia que tienen las neuronas
del metabolismo energético oxidativo [142]. De hecho, en el caso de LD, la
funcion mitocondrial esta alterada en diversos modelos de la enfermedad,
observandose en ellos una disminucién en el potencial de membrana
mitocondrial y en los niveles de ATP, asi como un mayor estrés oxidativo
debido tanto al aumento en la produccién de ROS como a la disminucién en
la respuesta de las enzimas que forman parte de la defensa antioxidante
[286, 287]. En estos mismos modelos de LD también se observa una
alteracién en la macroautofagia (que a partir de ahora nos referiremos,
simplemente como autofagia) a nivel de la formacion de autofagosomas [75,
93, 95]. Actualmente se desconoce por qué esta disminuida la autofagia y si
esta disminucion es la responsable de los sintomas en LD e incluso se ha
postulado que el defecto en la autofagia en la enfermedad, que también se
ha observado por otros laboratorios, podria ser secundario a la acumulacion
de glucogeno [96, 288]. En cualquier caso y para tratar de relacionar los
defectos en la funcién mitocondrial con los defectos en autofagia en LD,
hemos investigado aqui si la disfuncién mitocondrial descrita en esta
enfermedad podria ser una consecuencia de un defecto en la degradacion
especifica de mitocondrias por autofagia, también conocida como mitofagia
[153, 289], para lo que investigamos en primer lugar si este proceso estaba
alterado en LD.
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Para estudiar de manera especifica la mitofagia en LD hemos
empleado diferentes agentes que afectan a la fosforilacion oxidativa
mitocondrial (OXPHOS) y que han sido ampliamente utilizados, como el
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP), el carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), la oligomicina y la antimicina A [290].
En mamiferos estos inhibidores inducen una degradacion selectiva de las
mitocondrias alteradas, es decir, incrementan la mitofagia, mientras que
otros organulos como los peroxisomas no se ven alterados [291]. Aunque el
CCCP y el FCCP (ambos funcionan como desacopladores de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial) son los compuestos mas ampliamente utilizados
para estudiar la mitofagia, se ha descrito que dichos compuestos, ademas de
ocasionar una despolarizacion de la membrana mitocondrial, también
pueden despolarizar la membrana plasmatica celular [292, 293]. Por este
motivo, para confirmar los resultados que se obtuvieron utilizando el CCCP
(10 uM) o el FCCP (10 uM), se repitieron los mismos experimentos pero
utilizando una combinacién de inhibidores especificos de complejos de la
cadena mitocondrial: la oligomicina (10 pM), que es un inhibidor del
complejo V o ATP sintasa mitocondrial y la antimicina A (1 uM), que es un
inhibidor del complejo III mitocondrial. Los resultados obtenidos se detallan
en los siguientes apartados.

1.1.3.1.1. Los fibroblastos de pacientes con LD presentan una alteracion en
la formacidn de autofagosomas inducida con inhibidores mitocondriales

En primer lugar se confirmo en fibroblastos control el efecto de los
inhibidores empleados sobre la morfologia mitocondrial. Para ello, las
células se incubaron con MitoTracker Red y se trataron con CCCP, FCCP o
con una combinaciéon de oligomicina y antimicina A. En la figura 12 se
aprecia que todos los tratamientos provocan un cambio en la red
mitocondrial, que pasa de mostrar un aspecto tubular a tener una
morfologia fragmentada. Este cambio es claramente indicativo de una
alteracion en la funcién mitocondrial inducida por estos tratamientos
(véase, por ejemplo, referencia [294]).
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Figura 12. Efectos del tratamiento con CCCP, FCCP o con oligomicina y
antimicina A sobre la morfologia mitocondrial en fibroblastos humanos. Los
fibroblastos control marcados con MitoTracker Red 100 nM durante 30 min a 37 °C
se incubaron durante 18 h en ausencia (a) o en presencia de CCCP 10 uM (b), de
FCCP 10 uM (c) o de oligomicina 10 pM y antimicina A 1 pM (d). Las células se
observaron en un microscopio de fluorescencia. La red mitocondrial de las células
no tratadas (a) aparece fragmentada tras el tratamiento con CCCP (b), FCCP (c) u
oligomicina y antimicina A (d). Barra: 10 um.

A continuaciéon, y para evaluar el efecto de los diferentes
tratamientos (CCCP, FCCP y oligomicina y antimicina A) sobre la autofagia,
utilizamos el marcador LC3-II, cuyos niveles en presencia de inhibidores
lisosomales se correlacionan bien, bajo ciertas condiciones, con la cantidad
de vacuolas autofagicas presente en las células [295]. Para ello, fibroblastos
control y de pacientes con LD se analizaron por Western-blot después del
tratamiento durante 18 h con CCCP, FCCP u oligomicina y antimicina A,
afladiendo durante las ultimas 2 h los inhibidores lisosomales. Como
control, las células se incubaron durante 2 h en KH (adicionado con
inhibidores lisosomales), ya que en estas condiciones de ayuno se estimula
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la autofagia. Como se muestra en la figura 13, en fibroblastos humanos
control (C-1 y C-2) el tratamiento con CCCP u oligomicina y antimicina A
(OA) aumenté los niveles de LC3-II en las dos condiciones de cultivo
utilizadas, medio completo (Ay E) y KH (B y F). Este aumento en todas las
condiciones probablemente refleja la induccion de la mitofagia ya descrita
en otros tipos celulares (véase, por ejemplo, la referencia [296]).

En los fibroblastos de pacientes con LD (L-1 y L-2, deficientes en
laforina, y M-1, deficiente en malina) se observaron, en ausencia de los
tratamientos anteriores, unos niveles de LC3-II inferiores a los de los
controles, lo que confirma la disminucién en la formacién de vacuolas
autofagicas descrita por nuestro laboratorio con anterioridad [75, 93, 95].
Aunque el tratamiento con agentes inductores de la mitofagia aumenté los
niveles de LC3-II tanto en los fibroblastos control como en los de pacientes
con LD, ese aumento fue menor en estos ultimos y esto se observo tanto en
medio completo como en KH (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto del tratamiento con CCCP u oligomicina y antimicina A sobre los
niveles de LC3-II en los fibroblastos control y de pacientes con LD. Los fibroblastos
control (C-1 y C-2), los deficientes en laforina (L-1 y L-2) y los deficientes en malina
(M-1) se incubaron en medio completo sin (-CCCP, -OA) o con (+CCCP, +OA) CCCP
10 uM u oligomicina 10 pM y antimicina A 1 uM durante 18 h. Durante las tltimas 2 h
de tratamiento las células se incubaron en medio completo (Ay E) o en KH (B y F) con
inhibidores lisosomales (cloruro aménico 20 mM y leupeptina 100 pM). Las células se
recogieron en el tampoén RIPA, se lisaron y las muestras (75 pg de proteina) se
separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida. En la figura se muestran
imagenes representativas de las membranas incubadas con los anticuerpos anti-LC3 y
anti-actina. En el histograma (C y G, para medio completo; D y H, para KH) se
representan las medias y las desviaciones estdndar de la relacién de LC3-1I/actina de
cinco experimentos independientes. Los resultados se expresan como porcentajes
respecto al valor mas alto obtenido en los fibroblastos control. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas respecto a los fibroblastos control (*P<0,01;
**¥P<0,001; ***P<0,0001).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de LC3-II
entre las células deficientes en laforina y malina, indicando que el defecto en
la autofagia esta presente en fibroblastos mutados tanto en el gen EPM2A

como en el EPMZB. Resultados similares se obtuvieron utilizando CCCP,

oligomicina y antimicina A o FCCP (resultados no mostrados).
Estos resultados fueron coherentes con los datos obtenidos en los

experimentos, que se realizaron en paralelo, de microscopia de
fluorescencia con el marcador de vacuolas autofagicas LC3. Los fibroblastos
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control (C-1) y de pacientes con LD (L-2 y M-1), tras el tratamiento en medio
sin (-CCCP) o con (+CCCP) CCCP 10 uM, se incubaron con un anticuerpo
anti-LC3 y un anticuerpo secundario fluorescente. Como se observa en la
figura 14, el tratamiento con CCCP provocd un aumento de la autofagia
tanto en medio completo (A) como en KH (B), siendo los niveles de
fluorescencia mas elevados en los fibroblastos humanos controles (C-1) que
en los de pacientes con LD (L-2 y M-1) en todas las condiciones ensayadas.
Ademads, no se observaron diferencias significativas en los niveles de
fluorescencia entre las distintas lineas de fibroblastos con LD. Por tanto,
aunque estos tratamientos con CCCP estdn estimulando la autofagia, el
aumento fue menor de forma consistente en los fibroblastos de pacientes
con LD.

-CCCP +CCCP




Figura 14. Efecto del tratamiento con CCCP sobre la cantidad de vacuolas
autofagicas en fibroblastos control y de pacientes con LD analizado mediante
fluorescencia. Los fibroblastos humanos control (C-1), los deficientes en laforina (L-2)
y los deficientes en malina (M-1) se incubaron en medio completo sin (-CCCP) o con
(+CCCP) CCCP 10 uM durante 18 h. Durante las tltimas 2 h de tratamiento las células se
incubaron en medio completo (A) o en KH (B) con inhibidores lisosomales (leupeptina
100 pM y pepstatina A 1 uM). Se muestran imagenes de fluorescencia representativas
de la inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-LC3. Barra: 10 pm.
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1.1.3.1.2. La degradacién de las mitocondrias esta reducida en fibroblastos
de pacientes con LD tras el tratamiento con CCCP, FCCP u oligomicina y
antimicina A

Para medir la degradacion mitocondrial se utilizan diferentes
aproximaciones. Una de ellas es el andlisis de la disminucién en la
intensidad de fluorescencia de células marcadas con MitoTracker [297],
disminuciéon que puede ser seguida mediante citometria de flujo [298]. Por
lo tanto, y para ver si la alteracién en la autofagia tras el tratamiento con
CCCP, FCCP u oligomicina y antimicina A, anteriormente descrita, estaba
también acompafiada por una degradaciéon defectuosa de las mitocondrias,
incubamos las células con MitoTracker Red durante 30 min y mediante
citometria de flujo medimos la intensidad de fluorescencia tras un periodo
de 18 h de incubacién con los inhibidores mitocondriales en ausencia del
fluor6foro. En estas condiciones experimentales el MitoTracker, ya
internalizado, permanece retenido en las mitocondrias tras la alteracion
mitocondrial que produce el tratamiento con estos inhibidores [298]. En las
células no tratadas observamos de forma consistente que en los fibroblastos
de pacientes con LD (Fig. 15c) existe una menor fluorescencia de
MitoTracker Red en comparacién con los fibroblastos control (Fig. 15a),
probablemente debido a la ligera disminucion en el potencial de membrana
mitocondrial ya observado con tetrametilrodamina-metil-éster en
fibroblastos de pacientes con LD [286].

Para investigar la degradacion especifica de las mitocondrias
inducida por CCCP, se calcul6 el porcentaje de disminucién de fluorescencia
tras restar la fluorescencia en las células tratadas con CCCP de la
fluorescencia en las mismas células incubadas en paralelo y durante el
mismo tiempo, pero en ausencia del desacoplante (Fig. 15B). Estos calculos
mostraron que la sefal de fluorescencia del MitoTracker Red después del
tratamiento con CCCP s6lo se redujo en un 36 % en los fibroblastos de
pacientes con LD frente al 51 % de reduccion observada en los fibroblastos
control. Esto sugiere que en las células de pacientes con LD la degradacion
especifica de las mitocondrias alteradas tras el tratamiento con los
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inductores de mitofagia esta disminuida. Resultados similares se obtuvieron
con FCCP y oligomicina y antimicina A (datos no mostrados).
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Figura 15. Cuantificaciéon de los niveles de MitoTracker Red en fibroblastos
humanos control y de pacientes con LD tras el tratamiento o no con CCCP. Los
fibroblastos controles (a y b) y los de pacientes con LD (c y d) se incubaron durante
30 min a 37 °C con MitoTracker Red y luego se trataron (+CCCP: by d) o no (-CCCP:ay
c) con CCCP 10 pM en medio completo durante 18 h. La figura (A) muestra imagenes
representativas de los fibroblastos control (C-1) y de pacientes con LD (L-1). Barra: 10
um. La pérdida de fluorescencia en presencia de CCCP corresponde a la degradacion
mitocondrial inducida por este desacoplante. Estos valores fueron analizados
estadisticamente (B) en fibroblastos control (CTR), en los deficientes en laforina
(Laforina-: L-1 y L-2) y en los deficientes en malina (Malina-: M-1). El histograma
muestra la media y la SD de tres experimentos diferentes y se encontré que las
diferencias eran significativas a ***P<0,0001.
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También investigamos, mediante la utilizacién de inhibidores

mitocondriales, la degradacién de algunas proteinas especificas
mitocondriales, comenzando por dos de ellas: OPA1, que es una GTPasa
mitocondrial similar a la dinamina, y la subunidad A del complejo succinato
deshidrogenasa (SDHA), ambas localizadas en la membrana mitocondrial
interna. En concordancia con otros grupos, quienes han demostrado que la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial conduce al procesamiento
proteolitico de OPA1 y a la fragmentacion de las mitocondrias [299],
encontramos que el CCCP indujo, ademas de la fragmentacién mitocondrial
(ver Fig. 12), el procesamiento proteolitico de OPA1 en los fibroblastos, lo
que se manifiesta por la desaparicion de la banda de mayor peso molecular
tanto en el medio completo como en KH (Fig. 16A y B, respectivamente).
También los niveles de SDHA se redujeron tras el tratamiento con CCCP
(Fig. 16A y B). Sin embargo, esta disminucién en los niveles de OPA1 y de
SDHA tanto en el medio completo (Fig. 16C) como en KH (Fig. 16D) fue

menos severa en los fibroblastos de pacientes con LD que en los de los

controles.
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Figura 16. Niveles de las proteinas mitocondriales OPA1 y SDHA en fibroblastos
humanos control y de pacientes con LD, tras el tratamiento con CCCP. Las células
se incubaron en medio completo con (+CCCP) o sin (-CCCP) CCCP 10 puM durante 18 h.
Durante las dltimas 2 h de tratamiento, las células se incubaron en medio completo (A)
o en KH (B). Los extractos preclarificados, se analizaron (75 pug de proteina) en geles de
SDS-PAGE al 12 % y posterior Western-blot utilizando anticuerpos anti-OPA1, anti-
SDHA y anti-tubulina. Los histogramas en C y D muestran la cuantificaciéon por
densitometria de los niveles de proteina en A y B, respectivamente, y calculados como
porcentaje respecto al valor mas alto de los fibroblastos control. CTR: Células control
(C-1 y C-2); Laforina-: células deficientes en laforina (L-1 y L-2); Malina-: células
deficientes en malina (M-1). Los valores representan la media y la desviacién estandar
de cuatro experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas respecto a los fibroblastos control *P<0,01, **P<0,001,
**%P<0,0001.
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Resultados similares se obtuvieron tratando las células con FCCP
(datos no mostrados) y con oligomicina y antimicina A. En el tratamiento
con oligomicina y antimicina A, ademés de SDHA y OPA1, dos proteinas
localizadas en la membrana mitocondrial interna, como ya se ha
mencionado, se analizaron proteinas de otros compartimentos
mitocondriales: VDAC1 (canal selectivo de aniones dependiente de voltaje
1), localizada en la membrana mitocondrial externa y PDH (piruvato
deshidrogenasa) y GDH (glutamato deshidrogenasa), localizadas en la
matriz mitocondrial (Fig. 17). Tras el tratamiento con oligomicina y
antimicina A, de nuevo observamos, tanto en medio completo (Fig. 17A)
como en KH (Fig. 17B), una menor reduccion en los niveles de las proteinas
mitocondriales analizadas y, por tanto, una menor degradacion mitocondrial
en los fibroblastos procedentes de pacientes con LD con respecto a los
fibroblastos control (Fig. 17C y D). Por el contrario, los niveles de la
catalasa, que nos sirviéo como control del experimento por ser una enzima
localizada en los peroxisomas, no disminuyeron tras el tratamiento con
oligomicina y antimicina A, ni se encontraron diferencias entre los
fibroblastos control y los de pacientes con LD. Estos resultados, que
concuerdan con los resultados obtenidos con el MitoTracker Red, indican
que en los fibroblastos con LD esta alterada la degradacion autofagica
selectiva de las mitocondrias dafiadas por estos tratamientos (CCCP, FCCP y
oligomicina y antimicina A).
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Figura 17. Niveles de las proteinas mitocondriales OPA1, SDHA, PDH, GDH y
VDAC1 en fibroblastos humanos control y de pacientes con LD tras el tratamiento
con oligomicina y antimicina A. Las células se incubaron en medio completo sin
(-0A) o con (+0A) oligomicina 10 uM y antimicina A 1 pM durante 18 h. Durante las
ultimas 2 h de tratamiento, las células se incubaron en medio completo (A) o en KH (B).
Los extractos celulares se analizaron (75 pg de proteina) por Western-blot, con
anticuerpos especificos contra las proteinas mitocondriales OPA1, SDHA, PDH, GDH y
VDAC1 y contra catalasa y tubulina como controles. Los histogramas (C y D) muestran
la cuantificacién por densitometria de los niveles de proteina, calculados como
porcentaje respecto al valor mas alto. CTR: células control (C-1 y C-2); Laforina-:
células deficientes en laforina (L-1 y L-2); Malina-: células deficientes en malina (M-1).
Los valores corresponden a las medias con su desviaciéon estandar. de tres
experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas respecto a los fibroblastos control (**P<0,001, ***P<0,0001).
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1.1.3.1.3. La colocalizacién de mitocondrias con lisosomas es menor en
fibroblastos de pacientes con LD después del tratamiento con CCCP o con
oligomicina y antimicina A

Nuestros resultados anteriores indican una reduccién de la autofagia
y de la degradacién selectiva de las mitocondrias y de sus proteinas en
fibroblastos de pacientes con LD tras el tratamiento con diferentes
inhibidores mitocondriales. A continuacién investigamos la conexion entre
estos dos procesos analizando la colocalizacion de mitocondrias y lisosomas
mediante microscopia de fluorescencia después de la inhibicion de la
degradaciéon lisosomal. Para marcar las mitocondrias y los lisosomas
utilizamos, respectivamente, MitoTracker Red y un anticuerpo anti-LAMP2.
La colocalizacién de ambas sefales es significativamente menor en los
fibroblastos de pacientes con LD, como se puede observar en las imagenes
de fluorescencia y en su cuantificacion (Fig. 18A y B, respectivamente). No
se observaron diferencias significativas entre los fibroblastos de pacientes
con LD deficientes en laforina o en malina. Estos resultados indican que la
eliminacién de mitocondrias por los lisosomas estd disminuida en los
fibroblastos de pacientes con LD y ademdas apoyan las observaciones
descritas anteriormente, es decir, que los fibroblastos de pacientes con LD
tienen reducida tanto la autofagia como la degradacion selectiva de las
mitocondrias.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los fibroblastos de

pacientes con LD no pueden mantener un adecuado control de calidad de las
mitocondrias que han sido dafiadas por CCCP.
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Figura 18. Colocalizaciéon de mitocondrias y lisosomas en fibroblastos control y
de pacientes con LD tras el tratamiento con CCCP. Para investigar la colocalizacién
de mitocondrias y lisosomas, los fibroblastos control (a y b) y los de pacientes con LD
(c y d) se marcaron con MitoTracker Red 100 nM durante 30 min a 37 °C, se lavaron y
luego se trataron (+CCCP) o no (-CCCP) con CCCP 10 pM en medio completo durante
18 h. Las células fueron incubadas con inhibidores lisosomales (leupeptina 100 uM y
pepstatina A 1 M) durante las tltimas 2 h del tratamiento. A continuacion, las células se
incubaron con anti-LAMP2. La figura (A) muestra imdgenes representativas de
fibroblastos control C-1 (ay b) y del paciente L-2 (c y d), tratados (b y d) y no tratados
(@ y ¢ con CCCP, acompanadas del grafico de dispersion bidimensional
correspondiente a las intensidades de pixeles rojo-verde de las imagenes b y d. Las
imagenes se tomaron utilizando un microscopio confocal SP2 de Leica. En el
histograma (B) se cuantifica la colocalizacién de MitoTracker Red y LAMP2 tras el
tratamiento con CCCP en las células (C-1 y C-2: controles; L-2 y M-1: pacientes),
utilizando el software MetaMorph. El experimento se realiz6 por duplicado, analizando
un total de 40 células para cada linea celular. Los valores corresponden a las medias y
SD (***P<0,0001). Barra: 10 pm.
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Resultados parecidos se obtuvieron utilizando oligomicina y
antimicina A y un anticuerpo anti-TOM20 para marcar las mitocondrias,
observandose de nuevo una mayor -colocalizacién de lisosomas y
mitocondrias en los fibroblastos control que en los de pacientes con LD
(Fig. 19).
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Figura 19. Colocalizaciéon de mitocondrias y lisosomas en fibroblastos control y
de pacientes con LD tras el tratamiento con oligomicina y antimicina A. Los
fibroblastos control (C-1y C-2, respectivamente, a y b) y de pacientes con LD (L-1, L-2 y
M-1, respectivamente, ¢, d y e) se trataron o no (imagenes no mostradas) con
oligomicina 10 pM y antimicina A 1 uM en medio completo durante 18 h. Las células
fueron incubadas con inhibidores lisosomales (leupeptina 100 uM y pepstatina A 1 puM)
durante las ultimas 2 h del tratamiento. La figura (A) muestra imagenes
representativas de fibroblastos control (a y b) y de pacientes con LD (c, d y e) tras el
tratamiento con oligomicina y antimicina A y posterior incubacién con anti-LAMP2
(verde) y anti-TOM20 (rojo). En el histograma (B) se cuantifica la colocalizacién de
TOM20 y LAMP2 utilizando el software MetaMorph. El experimento se realizé por
duplicado, analizando un total de 40 células por linea celular. Los valores corresponden
a las medias y SD (***P<0,0001). Barra: 10 pm.
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1.1.3.2. Estudio de la mitofagia en astrocitos de ratones

Una vez determinada la alteracién en la mitofagia en fibroblastos
humanos de pacientes con LD, estudiamos si esta alteraciéon también se
confirmaba en otros modelos de la enfermedad. Dado que LD afecta
principalmente a las neuronas, pero su aislamiento y cultivo resulta
bastante complicado, escogimos los astrocitos de ratones neonatales como
modelo mas cercano a ellas para estudiar la mitofagia. Para ello, el
laboratorio del Dr. P. Sanz (IBV, Valencia) nos cedi6 amablemente astrocitos
de ratones neonatales (7 dias de edad) tanto control como modelos de LD
(deficientes en malina o en laforina). Los resultados obtenidos se detallan en
los siguientes apartados.

1.1.3.2.1. Los astrocitos de ratones modelo de LD no tienen alterada la
formacion de autofagosomas

El estudio de la mitofagia en los astrocitos se realizé tal y como se ha
comentado anteriormente para los fibroblastos humanos. En primer lugar,
estudiamos si la macroautofagia se encontraba alterada. Como se observa en
la figura 20, ni en medio completo (A) ni en KH (B) se observaron
diferencias significativas en los niveles de LC3-II entre los astrocitos control
y los deficientes en laforina o malina (C y D, respectivamente), como seria
de esperar en base a los resultados obtenidos con los otros modelos de la
enfermedad [75, 93, 95]. Ademas, observamos que el CCCP no produce
ningin aumento en los niveles de LC3-II ni en los astrocitos control ni en los
de ratones con LD. Como control del experimento, en paralelo, se realiz6 el
mismo tratamiento en fibroblastos humanos control, donde si se observé un
aumento en los niveles de LC3-II tras el tratamiento con CCCP. Esto indica
que el CCCP no produce ningun cambio en la macroautofagia de los
astrocitos, al menos en las condiciones ensayadas.
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Figura 20. Efecto del tratamiento con CCCP sobre los niveles de LC3-II en los
astrocitos de raton controles y con LD y fibroblastos humanos control. Los
astrocitos de ratén control (C) y con LD (deficientes en laforina (L) y deficientes en
malina (M)) se incubaron en medio completo sin (-CCCP) o con (+CCCP) CCCP 10 uM
durante 18 h. En paralelo y como control, fibroblastos humanos control (FH) se
trataron en las mismas condiciones que los astrocitos en presencia (+) o no (-) de CCCP
10 uM durante 18 h. Durante las dltimas 2 h de tratamiento con CCCP, las células se
incubaron en medio completo (A) o en KH (B) conteniendo inhibidores lisosomales
(véase Material y Métodos). En la figura se muestran inmunoblots representativos,
utilizando los anticuerpos anti-LC3 y anti-actina, de extractos (75 pg de proteina)
procedentes de las diferentes muestras. Las bandas fueron -cuantificadas por
densitometria y los valores de LC3-II se normalizaron respecto a la actina (C y D, para
medio completo y KH, respectivamente). Los resultados se expresan como porcentaje
del respectivo control de valor mas alto. Todos los valores corresponden a las medias
de tres experimentos independientes y las barras indican la SD (***P<0,0001).

1.1.3.2.2. Los astrocitos de ratones control y de ratones modelo de LD no
muestran diferencias en la colocalizacion de mitocondrias y lisosomas
También estudiamos si el CCCP inducia cambios en la colocalizacién
de lisosomas y mitocondrias en los astrocitos de ratdn, tal como se habia
observado en fibroblastos humanos, y si existian diferencias entre los
ratones control y los deficientes en laforina o malina. Para ello, astrocitos
procedentes de ratones control y de ratones deficientes en laforina o en
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malina se incubaron con CCCP 10 uM durante 18 h y, posteriormente, se
analizaron por inmunofluorescencia utilizando marcadores especificos para
lisosomas (verde) y mitocondrias (rojo). Como se observa en la figura 21, el
tratamiento con CCCP 10 uM no provocd ningin cambio significativo en la
colocalizaciéon en ninguna de las células ensayadas, ya que era
practicamente la misma con y sin tratamiento (A). Tampoco se observaron
diferencias en la proporciéon de mitocondrias que colocalizan con lisosomas
entre los astrocitos de controles y los del modelo de LD (B). Estos mismos
resultados se confirmaron con los otros inductores de mitofagia, FCCP u
oligomicina y antimicina A (resultados no mostrados).

A Figura 21. Colocalizacion de
- CCCP +CCCP
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con CCCP. Para investigar la
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(Laforina-) o deficientes en malina
(Malina-)) y control (Control), se
trataron (+CCCP) o no (-CCCP) con
CCCP 10puM en medio completo
durante 18 h. Las células fueron
incubadas con inhibidores lisosomales
(leupeptina 100 pM y pepstatina A 1
M) durante las ultimas 2 h de la
incubacién con CCCP. Después, las
células fueron incubadas con anti-
LAMP2 (verde) y anti-TOM20 (rojo)
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En resumen, observamos que no existen diferencias entre astrocitos
de ratones control y de ratones modelo de LD ni en la macroautofagia ni en
la colocalizacion de mitocondrias con lisosomas. Ademas, el no observarse
efectos debidos al tratamiento con los inhibidores mitocondriales sugiere
que los astrocitos no son tan sensibles a éstos como los fibroblastos,
resultados que concuerdan con los observados por otros grupos [300].

De todos estos resultados obtenidos podemos decir que en los
fibroblastos de pacientes con LD la eliminaciéon por los lisosomas de las
mitocondrias dafadas estd reducida, confirmando los resultados
anteriormente descritos, que indican que existe una reduccién en los niveles
de autofagia y en la degradacién mitocondrial. Ademas, esta alteracién es
similar en los fibroblastos de los pacientes deficientes en laforina y en
malina. Por otro lado, utilizando como modelo los astrocitos procedentes de
ratones neonatales, no hemos podido confirmar los resultados obtenidos
con los fibroblastos de pacientes con LD. Esto podria deberse a que los
astrocitos se encuentran todavia en un estadio de desarrollo muy prematuro
para poder observar diferencias, ya que situaciones como el ayuno (KH),
que en otras células inducen un aumento en la macroautofagia [301], no
producen ningun cambio en estas células. Posiblemente, los astrocitos no
sean un buen modelo para estudiar la mitofagia, al menos en nuestras
condiciones.

En los ultimos afos, los defectos en la mitofagia o en la autofagia
mitocondrial especifica para eliminar las mitocondrias dafiadas han
empezado a ser considerados un factor importante en la patologia de
muchas enfermedades, incluidos algunos trastornos neurodegenerativos
[302]. Aunque existen otras vias mitofagicas (ver las revisiones en [303,
304]), en la via candnica de mitofagia la quinasa mitocondrial PINK1 y la E3
ubicuitina ligasa Parkina juegan un papel central. PINK1 se acumula en las
mitocondrias defectuosas y facilita la uniéon de Parkina a estas mitocondrias
dafiadas, que son posteriormente reconocidas y degradadas por autofagia
[305]. El grupo del Dr. Sanz no encontrd, después del tratamiento con CCCP
y oligomicina, ninguna alteracién en el reclutamiento de la Parkina a las

mitocondrias de fibroblastos de pacientes deficientes en laforina o en
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malina, excluyéndose pues un defecto en el mecanismo canonico
PINK1/Parkina en LD.

En resumen, todos estos resultados muestran que en células
deficientes en laforina y malina existe una degradaciéon autofagica
parcialmente disminuida de las mitocondrias alteradas, que es
independiente de Parkina. Esta deficiencia en la degradacidn especifica por
autofagia es similar en los fibroblastos deficientes en laforina y en malina
sugiriendo una alteracion comun y reforzando la relevancia de estas
alteraciones para LD. Este defecto parcial podria conducir a la acumulaciéon
progresiva de mitocondrias alteradas en LD, contribuyendo probablemente
al desarrollo de la patologia.

1.2. Otras vias lisosomales y no lisosomales
1.2.1. Vias endociticas

La autofagia es una via de direccionamiento de material intracelular
para su posterior degradacién en los lisosomas. Las vias endociticas tienen
igualmente como destino final los lisosomas, ya que son los organulos
encargados de degradar también el material extracelular y de membrana
plasmatica a través de diferentes procesos, que se conocen en su conjunto
como endocitosis. Ademas, las dos vias, autofagia y endocitosis, comparten
proteinas como por ejemplo las de fusion a los lisosomas, proteinas
implicadas en la regulacion de estos procesos, como la PI3K de clase IA o las
proteinas Rab5 y Rab7, entre otras [306-309]. En los resultados presentados
anteriormente hemos mostrado que tanto la macroautofagia como la
mitofagia estan afectadas en los modelos de LD. Por tanto, es posible que
puedan existir alteraciones también en otra importante funcién lisosomal

como es la endocitosis.

Para analizar esta posibilidad, hemos estudiado en diferentes
modelos de LD, fibroblastos humanos y MEFs, las principales vias
endociticas. Concretamente, nos hemos centrado en el estudio de tres de
ellas: la endocitosis de fase fluida o macropinocitosis y, dentro de la
endocitosis mediada por receptor, en la dependiente de clatrina y dinamina,
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y en la endocitosis mediada por caveolas, dependiente Unicamente de
dinamina.

Como paso previo, se optimiz6 la estimulacion de estos procesos
endociticos mediante la incubacion de los fibroblastos en KH. Ademas de
sustratos fluorescentes especificos de cada una de las vias endociticas
estudiadas, como controles negativos se utilizaron diferentes inhibidores:
metil-B-ciclodextrina (MBCD) para la endocitosis de fase fluida [310],
clorpromazina para la endocitosis mediada por clatrina [311] y filipina III
para la endocitosis mediada por caveolas [312].

1.2.1.1. Endocitosis de fase fluida o macropinocitosis

En la endocitosis de fase fluida, la activacién de cambios en el
citoesqueleto de actina permite la formacién de grandes extensiones de la
membrana plasmdatica que se prolongan hacia el exterior celular.
Posteriormente estas extensiones plasmaticas se retraen hacia la superficie
de la célula conduciendo a la internalizaciéon inespecifica del medio
extracelular secuestrado (fluidos y particulas) en vesiculas citoplasmaticas
sin recubrimiento proteico denominadas macropinosomas [168, 313].

Para estudiar la endocitosis de fase fluida, los fibroblastos de
pacientes y los MEFs modelo de LD y sus respectivos controles se incubaron
con el fluoréforo FITC-dextrano 40S en KH a 37 °C durante los tiempos
indicados, que llegaron hasta 5 h. Posteriormente, las células se procesaron
y se analizaron por citometria de flujo. Los resultados obtenidos (Fig. 22)
mostraron una clara disminucién en la actividad macropinocitica de los
fibroblastos de pacientes con LD con respecto a los controles (A). Esta
disminucién fue ain mas severa en el caso de los MEFs modelo de LD,
llegando a ser del 50 % con respecto a los MEFs control (B). Como cabia
esperar, la adicion del inhibidor MBCD a ambos tipos de fibroblastos control
redujo drasticamente la internalizacion del sustrato fluorescente. Por tanto,
observamos una importante disminucion en la endocitosis de fase fluida en
los dos modelos de la enfermedad analizados.
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Figura 22. Andlisis mediante citometria de flujo de la internalizacion del
FITC-dextrano en fibroblastos. Fibroblastos humanos (A) y MEFs (B) control (CTR) y
modelo de LD (LD) se incubaron en KH durante 30 min y después con el fluoréforo
FITC-dextrano 40S durante los tiempos indicados en las graficas. Como control de esta
endocitosis, se incubaron en presencia de MBCD durante el tiempo mas largo ambas
lineas de fibroblastos control. Las muestras se procesaron y se analizaron mediante
citometria de flujo cuantificando 10.000 células por muestra. La actividad
macropinocitica se calculé6 como el porcentaje de células que habian incorporado el
fluoréforo a los diferentes tiempos. Se analizaron células control (CTR, fibroblastos
humanos control C-1 y C2 (A) y MEFs control (B)) y modelos de LD (fibroblastos
humanos de pacientes deficientes en laforina L-1 y L-2 y deficientes en malina M-1 (A)
y MEFs deficientes en laforina o en malina (B)). Los resultados de los fibroblastos
controles (C-1 y C-2) y modelos de LD, tanto de fibroblastos (L-1, L-2 y M-1) como de
MEFs (deficientes en laforina o en malina), se agruparon al no exisitir diferencias
significativas entre ellos. Todos los valores de fluorescencia corresponden a las medias
+ SD de tres experimentos independientes. Se encontraron diferencias significativas
entre las células control y las células modelo de LD en **P<0,001, ***P<0,0001.
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1.2.1.2 Endocitosis mediada por receptor

En la endocitosis mediada por receptor el ligando extracelular se une
especificamente a su receptor, localizado generalmente en invaginaciones
de la superficie celular. Esto provoca el cierre de la invaginacién y la
internalizacion del complejo ligando-receptor en el interior de una vesicula
endocitica recubierta de diferentes proteinas. En la mayoria de los casos el
ligando es transportado a los lisosomas para ser degradado, mientras que
los receptores son reciclados de nuevo a la superficie celular. Por tanto, la
velocidad a la que se internaliza un determinado ligando estara
determinada tanto por la cantidad de receptor presente en la superficie
celular como por su velocidad de reciclaje.

1.2.1.2.1. Endocitosis mediada por clatrina

La endocitosis mediada por receptor generalmente se produce a
través de vesiculas recubiertas de clatrina. Para su estudio por citometria de
flujo se utilizaron por separado dos sustratos diferentes que se internalizan
mediante esta via: el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y Ila
transferrina (Tfr) [314-316], ambos conjugados al fluoréforo Alexa Fluor-
488 (AF488-EGF y AF488-Tfr, respectivamente).

A. Endocitosis mediada por el receptor EGFR
A.1. Estudio de la internalizacion del EGFR
Hemos comentado anteriormente que los receptores de superficie

que se internalizan junto a sus ligandos a través de un proceso dependiente
de clatrina y dinamina generalmente se reciclan. Sin embargo, en la
endocitosis de EGF, tras la internalizacién, el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) se dirige mayoritariamente a los lisosomas
para su degradacion [317]. En el estudio de la internalizacién del EGF,
fibroblastos humanos y MEFs con LD y sus respectivos controles se
incubaron a diferentes tiempos con el sustrato fluorescente AF488-EGF y
posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo. Los resultados
de la figura 23 mostraron una disminucién en la internalizacion del
complejo AF488-EGF-EGFR en los fibroblastos modelos de LD, tanto
humanos (A) como MEFs (B), con respecto a sus controles. En este caso, la
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disminucién observada fue similar en fibroblastos humanos y en MEFs.
Ademas, observamos que la incubacién de las células a 4°C redujo
drasticamente la internalizacién del fluor6foro (A y B). Estos resultados
sugieren que, en estos modelos de LD analizados, la internalizacion del
EGFR esta considerablemente disminuida.
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humanos control C-1 y C2 (A) y MEFs control (B)) y modelos de LD (fibroblastos
humanos de pacientes deficientes en laforina L-1 y L-2 y deficientes en malina M-1 (A)
y MEFs deficientes en laforina o en malina (B)). Todos los valores de fluorescencia
corresponden a las medias + SD de tres experimentos independientes. Los resultados
de los fibroblastos controles (C-1 y C-2) y modelos de LD, tanto de fibroblastos (L-1, L-
2y M-1) como de MEFs (deficientes en laforina o en malina), se agruparon al no exisitir
diferencias significativas entre ellos. Se encontraron diferencias significativas entre las
células control y las modelo de LD en **P<0,001, ***P<0,0001.
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A.2. Andlisis de los niveles de EGFR total y fosforilado

La unién de EGF a su receptor (EGFR) desencadena la fosforilacion
(en la Tyr845, entre otras) y la activacion de este ultimo para englobarse
ambos en una vesicula endocitica [318]. Una vez el complejo EGF-EGFR es
internalizado, es llevado hacia los endosomas tardios donde se disocia y el
EGF se dirige a los lisosomas para su degradacidn. El receptor puede seguir
el mismo camino que su ligando y degradarse en los lisosomas o reciclarse
dirigiéndose de nuevo a la membrana plasmatica.

En el apartado anterior hemos comentado que la internalizacion del
EGF dependerad tanto de la cantidad de EGFR presente en la superficie
celular como de su correcto reciclaje. Por ello, estudiamos si en los
fibroblastos de pacientes con LD existe alguna alteracion en los niveles de
EGFR o en los de su forma activa fosforilada.

Para analizar los niveles totales de EGFR, incubamos los fibroblastos
humanos control y de pacientes con LD con su ligando EGF a una
concentracion de 100 ng/ml, necesaria para que aproximadamente el 90 %
del receptor se dirija a los lisosomas para su degradacion [174]. La
incubacion se realiz6 durante los tiempos que se indican en la figura 24.
A continuacidn, las muestras se procesaron y analizaron mediante Western-
blot. Los fibroblastos humanos control y los deficientes en laforina o en
malina muestran unos niveles totales de EGFR semejantes en todos los
tiempos analizados.
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Figura 24. Niveles de EGFR en los fibroblastos de pacientes con LD. Fibroblastos
humanos control (CTR: C-1 y C-2) y de pacientes deficientes en laforina (Laforina-: L-1
y L-2) y en malina (Malina-: M-1) se incubaron en KH durante 1 h y posteriormente se
afiadié EGF humano 100 ng/ml durante los tiempos indicados en la figura. Se muestran
inmunoblots representativos (A) de extractos (75 ug de proteina) procedentes de las
diferentes muestras utilizando anticuerpos contra EGFR y contra tubulina. Las bandas
fueron cuantificadas por densitometria y los valores de EGFR se normalizaron a los
correspondientes de tubulina (B). Los resultados de los fibroblastos controles (C-1 y
C-2) y de pacientes deficientes en laforina (L-1 y L-2) se agruparon entre ellos al no
existir diferencias significativas entre ellos. Todos los valores del histograma
corresponden a las medias +* SD de tres experimentos independientes. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en ningtin caso.
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En esas mismas condiciones se estudi6 por Western-blot la
activacion del EGFR mediante su fosforilacion en la Tyr 845. Tal y como se
observa en la figura 25, no encontramos diferencias significativas entre
fibroblastos humanos control y deficientes en laforina o en malina. Por
tanto, la menor internalizacién del EGF en los fibroblastos de pacientes con
LD no se debe ni a una menor cantidad del receptor en la membrana
plasmatica ni a una menor activacién del mismo.
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Figura 25. Efecto del EGF sobre los niveles de pEGFR (Tyr845). Fibroblastos
humanos control (CTR: C-1 y C-2) y deficientes en laforina (Laforina-: L-1 y L-2) y en
malina (Malina-: M-1) se incubaron en KH durante 1 h y posteriormente se afiladié6 EGF
humano a una concentracién de 100 ng/ml durante los tiempos indicados en la figura.
Los extractos totales preclarificados de las muestras (75 pg) se analizaron por
Western-blot utilizando anticuerpos contra la forma de EGFR fosforilada en Tyr845
(pEGFR) y contra tubulina (A). Las bandas detectadas fueron cuantificadas por
densitometria y los valores de pEGFR se normalizaron frente a tubulina (B). Los
resultados de los fibroblastos controles (C-1 y C-2) y de pacientes deficientes en
laforina (L-1 y L-2) se agruparon entre ellos al no existir diferencias significativas entre
ellos. Los valores del histograma corresponden a las medias * SD de tres experimentos
independientes. No se observaron diferencias significativas entre los fibroblastos
humanos control y los de pacientes con LD.

B. Endocitosis mediada por el receptor TfrR

La endocitosis mediada por clatrina también puede ser estudiada
utilizando como sustrato la transferrina (Tfr), la cual es reconocida por su
receptor TfrR e internalizada. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con
el EGFR, el TfrR se recicla y no se dirige a los lisosomas para degradarse.

Para estudiar la internalizacion del TfrR los fibroblastos se incubaron
con el sustrato fluorescente AF488-Tfr durante los tiempos que se indican
en la figura 26. A continuacién, las células se procesaron para analisis
mediante citometria de flujo. Los resultados mostraron una disminucion en
la internalizaciéon del TfrR en los fibroblastos de pacientes con LD con
respecto a los de los controles. Esta disminucién en la internalizacién del
TfrR fue semejante a la observada para el EGFR.
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Figura 26. Cuantificacion de la internalizacion del complejo Tfr-TfrR mediante
citometria de flujo. Los fibroblastos humanos control, C-1, C-2 (CTR), y deficientes en
laforina L-2, L-3 y en malina M-1 (LD) se incubaron en KH durante 30 min y
posteriormente se afiadié el sustrato fluorescente AF488-Tfr durante los tiempos
indicados en la figura. Las células se procesaron y analizaron mediante citometria de
flujo. Los valores resultantes de fluorescencia se expresan como el porcentaje de
células que habian incorporado el fluor6foro. Como control de esta endocitosis,
fibroblastos control se incubaron en presencia de clorpromazina o a 4 °C durante el
mayor de los tiempos analizados. Todos los valores de fluorescencia corresponden a las
medias * SD de tres experimentos independientes. Los resultados de los fibroblastos
controles (C-1y C-2) y de pacientes con LD (L-1, L-2 y M-1) se agruparon al no exisitir
diferencias significativas entre ellos. Se encontraron diferencias significativas entre
fibroblastos humanos control y con LD en **P<0,001, ***P<0,0001.

Por tanto, de los resultados obtenidos estudiando ambos tipos de
receptores podemos decir que existe una disminucion de la endocitosis
mediada por clatrina en las células de pacientes con LD.

1.2.1.2.2. Endocitosis mediada por caveolas

En la endocitosis mediada por caveolas la vesicula endocitica se
encuentra recubierta por la caveolina. Para estudiar esta endocitosis se
utiliz6 como ligando BodiPY FLC5, el cual entra a la célula utilizando
principalmente esta via endocitica [319, 320]. Fibroblastos humanos control
y de pacientes con LD se incubaron con el fluor6foro BodiPY FLC5 durante
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los tiempos indicados y posteriormente se analizaron por citometria de
flujo.

Como se observa en el histograma de la figura 27, los fibroblastos de
pacientes con LD presentan una disminucién significativa en la
internalizacion del fluoréforo respecto a los de los controles, sobre todo a
partir de 60 min de incubacién. Sin embargo, esta alteracion es menor a la
observada tanto en la endocitosis mediada por clatrina como,
especialmente, a la observada en la endocitosis de fase fluida. Esto puede ser
debido a que tanto la endocitosis de fase fluida como la mediada por clatrina
siguen una via de internalizacién similar por la cual las diferentes vesiculas
internalizadas se fusionan con el lisosoma, sin embargo, en la endocitosis
mediada por caveolas, la vesicula caveolar ademas de internalizarse de
forma similar a las anteriores, también pueden dirigirse al reticulo
endoplasmico o al complejo de Golgi pasando previamente por un
compartimento endosomal denominado caveosoma [181, 321]. Por tanto,
puede que la endocitosis mediada por caveolas no se encuentre tan alterada
como las otras vias endociticas, debido a que las vesiculas internalizadas no
se dirigen Unicamente a los lisosomas.

Asi pues, estos resultados de la endocitosis muestran que tanto la
endocitosis de fase fluida como la mediada por receptor estan reducidas en
los modelos de LD. Ademas, esta alteraciéon de la endocitosis es similar en
las diferentes lineas de fibroblastos con LD, en las deficientes en la laforina y
en las deficientes en la malina.

En resumen, todos estos resultados en su conjunto, es decir, las
alteraciones tanto en la macroautofagia (autofagia no selectiva) y en la
mitofagia (autofagia selectiva) como en la endocitosis, indican que en la
enfermedad de Lafora la via lisosomal esta claramente alterada, ya que sus
dos principales funciones estan disminuidas.
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Figura 27. Cuantificaciéon de la internalizaciéon del fluoréforo BodiPY FLC5
mediante citometria de flujo. Los fibroblastos humanos control C-1 y C-2 (CTR) y los
deficientes en laforina L-2 y L-3 o en malina M-1 (LD) se incubaron en KH durante
30 min y posteriormente se afladid el sustrato fluorescente, BodiPY FLC5, durante los
tiempos de incubacién que se indican en el histograma. A continuacion, las células se
analizaron mediante citometria de flujo. Como control del experimento, fibroblastos
humanos control se incubaron con el fluoréforo a 4 °C o en presencia también de
filipina III durante el mayor de los tiempos analizados. La actividad endocitica se
calcul6 como el porcentaje del nimero de células fluorescentes. De cada una de las
muestras se analizaron un total de 10.000 células. Los resultados de los fibroblastos
controles (C-1y C-2) y de pacientes con LD (L-1, L-2 y M-1) se agruparon al no exisitir
diferencias significativas entre ellos. Todos los valores corresponden a las medias + SD
de tres experimentos independientes con muestras por duplicado (*P<0,01, **P<0,001,
**%P<0,0001).

1.2.2. Actividad de las calpainas

Dado que LD se caracteriza por la acumulacion de poliglucosanos y
de proteinas que quedan retenidas en estos agregados, y que los dos
principales sistemas de degradacién intracelular de proteinas, la autofagia y
el sistema ubicuitina-proteasoma, se encuentran disminuidos en esta
enfermedad [322], estudiamos si un tercer sistema de degradacion
intracelular de proteinas como son las calpainas, se encontraba también
alterado en LD. Para analizar la actividad de las calpainas en fibroblastos
control y de pacientes con LD, se utiliz6 el kit comercial “Calpain Activity
Assay Kit”, tal y como se describe en el Material y Métodos. Las muestras se
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incubaron durante 7 h 30 min con el sustrato de calpainas Ac-LLY-AFC,
proporcionado por el kit. La digestién del sustrato por las calpainas provoca
la emision de fluorescencia, por lo que a mayor intensidad de fluorescencia,
mayor actividad calpaina. En la figura 28 se representa la actividad calpaina
en las diferentes lineas celulares analizadas, medida cada 5 min durante el
tiempo total del experimento. Observamos una disminucion en la intensidad
de fluorescencia y, por tanto, en la actividad calpaina en los fibroblastos de
pacientes con LD con respecto a los fibroblastos controles.
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Figura 28. Cuantificacion de la actividad calpaina en fibroblastos control y de
pacientes con LD mediante fluorescencia. Fibroblastos humanos control (C-1y C-2)
y de pacientes con LD (deficientes en laforina (L-1, L-2) y deficientes en malina (M-1))
se recogieron y se procesaron tal y como se detalla en el Material y Métodos. Los
extractos celulares se incubaron con el sustrato de calpaina en un tampoén
proporcionado por el kit. Las diferentes muestras se cuantificaron tomando medidas de
fluorescencia cada 5 min durante 7 h 30 min. Como control positivo y negativo de la
actividad calpaina se afnadid, respectivamente, una solucién de calpaina activa y un
inhibidor de calpainas, proporcionados también por el kit. Este experimento se realizé
por triplicado y en la figura se muestra una grafica representativa de los valores
medios de intensidad de fluorescencia por pg de proteina para cada una de las
muestras ensayadas.
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Por tanto, hemos visto que los principales sistemas de degradacién
intracelular de proteinas estan alterados en LD. Esto la convierte en una
patologia particular, ya que en la mayoria de enfermedades donde existe
una alteracion de alguno de los sistemas de degradacién intracelular, se
observa una induccién en los otros sistemas degradativos, posiblemente
como respuesta para intentar compensar dicha deficiencia [323, 324].

2. Estudio de la localizacion celular de la laforina y de la

malina

En los dltimos anos se han llevado a cabo una gran cantidad de
estudios para determinar las bases moleculares de LD. En ellos se ha
conseguido asociar defectos en las dos principales proteinas involucradas
en la enfermedad, la laforina y la malina, con diversas alteraciones en
determinados procesos celulares [75, 91-93, 286]. Sin embargo, todavia no
se conocen de manera detallada las funciones precisas de estas dos
proteinas.

Es bien sabido que una estrategia inicial de aproximacién a la
determinacion de la funciéon de una proteina, es la de identificar su
localizacion o localizaciones y conocer otras proteinas que alli interaccionan
con ella. Este es el estudio que nos hemos planteado comenzar aqui y hemos
empezado analizando la localizacion de la laforina y la malina en diferentes
lineas celulares, empleado tanto la inmunofluorescencia como el
subfraccionamiento celular y el subsiguiente analisis de las fracciones por
Western-blot.

2.1. Localizacion celular de la laforina y de la malina
sobrexpresadas

Para determinar la localizacion de la laforina y la malina en la célula
se comenzO por realizar experimentos de inmunofluorescencia. Sin
embargo, no hay disponible ningiin anticuerpo comercial que detecte la

malina enddgena ni ningun laboratorio de investigacion al que solicitarselo.
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Ademas, el anticuerpo contra la laforina que utilizamos habitualmente en el
laboratorio no es capaz de detectar la laforina enddgena por
inmunofluorescencia. Por ello, se tuvo que recurrir a la sobrexpresion de las
dos proteinas, transfectando transitoriamente células HelLa, COS-7 o
HEK293T con pldsmidos que expresaban la laforina o la malina conjugadas
con el péptido FLAG. Después, se analizé la localizacién de las dos proteinas
por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-FLAG y utilizando un
microscopio de fluorescencia o un microscopio confocal. Como se muestra
en la figura 29, en las diferentes lineas celulares ensayadas observamos
que, en medio completo y en condiciones de sobrexpresion, la laforina
presenta una localizacién claramente citoplasmatica, mientras que la malina
es mayoritariamente nuclear.

A

FLAG-laforina DAPI Combinacion
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Figura 29. Localizacion de la laforina y de la malina en células HeLa, HEK293T y
COS-7, analizada mediante inmunofluorescencia. La laforina (A) y la malina (B)
conjugadas con FLAG fueron sobrexpresadas transitoriamente durante 48 h en células
HEK293T (a), HeLa (b) y COS-7 (c). Las células se analizaron por inmunofluorescencia
utilizando un anticuerpo anti-FLAG. La laforina y la malina se muestran en color verde,
el marcador nuclear DAPI en color azul y la combinacién de ambas imagenes se
muestra tanto en A como en B en el extremo derecho en cada fila (Combinacién).
Barra: 20 pm.

2.1.1. Efecto de la glucosa sobre la localizacion de la laforina y de la
malina

Como ya se ha explicado en la Introduccién, LD se caracteriza por una
acumulacion de poliglucosanos. Estos polisacaridos se corresponden con un
tipo de glucogeno poco ramificado e insoluble que tiende a precipitar,
permaneciendo asi en gran parte inaccesible para su metabolizacién. Es
posible, por tanto, que la acumulacién de esos poliglucosanos en LD pudiese
propiciar, al menos en determinadas situaciones, una menor disponibilidad
de glucosa para la célula. Por eso, se decidié investigar si la glucosa tendria
algiin efecto en la localizacién celular de la laforina o de la malina en las
células HeLa, COS-7 y HEK293T. Estas células fueron previamente
transfectadas transitoriamente con plasmidos que expresan la laforina o la
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malina conjugadas con el péptido FLAG. Después, fueron incubadas durante
8 h en el medio completo correspondiente con o sin glucosa. Ese tiempo de
8 h, en el caso del medio completo sin glucosa, permitiria que se degradase,
al menos en parte, el glucogeno almacenado por las células antes de esta
incubacion. La ausencia de glucosa se limité a las mencionadas 8 h, puesto
que a partir de entonces observdbamos una disminucién de la viabilidad de
las células HeLa y HEK293T (datos no mostrados).

La figura 30 muestra imagenes de fluorescencia representativas de
la localizacién de la laforina y de la malina en células HeLa y COS-7 en esas
condiciones. Como se puede observar, en medio completo sin glucosa, y en
contraste con lo que ocurre en el medio con glucosa (ver también la
figura 29), una gran parte de la laforina se encuentra localizada en el
nucleo. En cambio, en ausencia de glucosa la malina mantiene su
localizaciéon nuclear, es decir, no sufre cambios significativos en su
localizacion. Por lo tanto, la ausencia de glucosa en el medio estaria
provocando la translocaciéon de la laforina, inicialmente citoplasmica, al
nucleo y no afectaria a la localizaciéon de la malina. Esto indica que la
localizacion de la laforina, pero no la de la malina, es dependiente de
glucosa.

Aunque no se muestran las imagenes correspondientes a las células
HEK293T, se obtuvieron resultados semejantes a los mostrados con las
células HeLa y COS-7 en la figura 30. Como control del experimento, las
células HeLa se transfectaron transitoriamente también con un plasmido
que codifica para la proteina GFP conjugada con FLAG vy, tras la
sobrexpresion de esa proteina, las células se incubaron también en medio
completo en presencia o no de glucosa durante 8 h. Como se observa
también en la figura 30A, el GFP presenta una localizacién homogénea por
toda la célula, localizdndose tanto en el citoplasma como en el nucleo y la
presencia o no de la glucosa no afecta aparentemente a esa localizacion.
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Figura 30. Efecto de la glucosa sobre la localizacion de la laforina y de la malina
en células HeLa y COS-7, analizada mediante inmunofluorescencia. Las dos
proteinas conjugadas con FLAG fueron transitoriamente sobrexpresadas en las células
HeLa (A) y COS-7 (B). Como control del experimento, también se sobrexpresé la GFP
conjugada con FLAG en las células HeLa (las dos micrografias del extremo derecho en
A). Las células se analizaron por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-
FLAG. La laforina, la malina y la GFP se muestran en color verde después de 8 h de
incubacidn de las células en el medio completo con o sin glucosa (+ glucosa o - glucosa,
respectivamente), tal y como se indica a la izquierda de cada fila. Barra: 20 pm.

+ glucosa

- glucosa

Por tanto, la localizacion de la laforina, pero no la de otra proteina
como GFP que también se encuentra localizada en el citoplasma y en el
nucleo, es dependiente de glucosa. Ademas, este transporte de la laforina al
nucleo que ocurre en ausencia de glucosa es reversible, ya que tras la
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adicion de glucosa a las células que habian sido incubadas previamente
durante 8 h en ausencia de este azucar, la laforina vuelve a localizarse en el
citoplasma (Fig. 31c). Para comprobar que la laforina detectada en el
citoplasma tras la adicion de glucosa no se trataba de laforina de nueva
sintesis, al medio con glucosa, también se afiadié6 CHX para inhibir la sintesis
proteica. Como se puede observar en la figura 31d, la laforina observada en
el citoplasma no se trataria de laforina de nueva sintesis, sino que la laforina
presente en el nucleo en ausencia de glucosa se transportaria al citoplasma
tras la adicion de glucosa. Como control, las células incubadas en ausencia
de glucosa durante 8 h también se incubaron en medio sin glucosa y con
CHX durante 8 h adicionales, observiandose que la CHX no afecta a la

localizacion de la laforina (Fig. 31e).

Figura 31. Efecto de la re-adicion de glucosa a células previamente incubadas en
ausencia de ésta sobre la localizacion de la laforina, analizada mediante
inmunofluorescencia. La laforina conjugada con FLAG fue sobrexpresada
transitoriamente en células HeLa. La laforina se muestra en color verde después de 8 h
de incubacién de las células en medio completo: i) con glucosa (a), ii) sin glucosa (b),
iii) sin glucosa y posterior incubacién en medio con glucosa durante 8 h adicionales (c)
iv) sin glucosa y posterior incubacién en medio con glucosa y CHX 100 pg/ml durante
8 h adicionales (d) o v) sin glucosa y posterior incubacién en medio sin glucosa y CHX
100 pg/ml durante 8 h adicionales (e). Para localizar la laforina se utiliz6 un
anticuerpo anti-FLAG. Barra: 20 pm.
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Por otra parte, analizando mediante inmunofluorescencia la
localizacién de FLAG-laforina en células HeLa incubadas a tiempos que van
de 0 a 8 h en medio completo sin glucosa, observamos que la ausencia de
glucosa en el medio no producia un cambio instantaneo en su localizacion
como respuesta a esa situacion, sino que tenia lugar un cambio progresivo
de su localizacién citopldsmica a una nuclear, reflejando posiblemente el
descenso gradual en la disponibilidad de glucosa por las células cuando el
azucar esta ausente del medio en el que son incubadas. Asi, so6lo tras 5 h de
incubacion de las células en ausencia de glucosa, aproximadamente el 50 %
de ellas presentaban la mayor parte de la laforina localizada en el nucleo
(resultados no mostrados).

Para evitar posibles efectos del conjugado empleado sobre la
localizaciéon de las proteinas, se repitié el experimento en las mismas
condiciones que en el caso anterior, pero conjugando las proteinas con el
péptido HA en lugar de con FLAG. Como se observa en la figura 32, el
resultado obtenido con las proteinas conjugadas con HA fue idéntico al
obtenido con FLAG. Por tanto, la localizaciéon observada de la laforina y la
malina es independiente del tipo de conjugado empleado.
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Figura 32. Efecto del tipo de conjugado empleado para marcar la laforina y la
malina sobre la localizacion de estas dos proteinas en las células incubadas en
presencia o en ausencia de glucosa, analizada mediante inmunofluorescencia.
Las proteinas, conjugadas con FLAG o con HA, fueron sobrexpresadas transitoriamente
en células HeLa. La laforina y la malina se muestran en color verde después de 8 h de
incubacidn de las células en medio completo con o sin glucosa (+ glucosa o - glucosa,
respectivamente). Para localizar la laforina o la malina se utilizaron los anticuerpos
anti-FLAG y anti-HA, como se indica en el lateral izquierdo de los paneles de la figura.
Barra: 20 pm.

La localizacién nuclear de la laforina en ausencia de glucosa también
pudo confirmarse realizando un subfraccionamiento celular de MEFs que
sobrexpresaban establemente la laforina [76]. Como se observa en la
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figura 33, cuando las células se incubaron en medio completo con glucosa,
la laforina se detectaba, sobre todo, tanto en el homogenado celular (H)
como en una fraccién citoplasmica (C). Sin embargo, en ausencia de glucosa
la laforina se detecta, ademas de en el homogenado celular (H), tanto en la
fraccion enriquecida en nucleos (N) como en la fraccion citoplasmica. Esto
indica que, en MEFs incubados en ausencia de glucosa, la laforina
previamente citoplasmica se transporta, al menos parcialmente, al nucleo.
La histona H3 (con localizacién nuclear) y la GAPDH (con localizacion
citosolica) detectadas con los correspondientes anticuerpos, muestran el
grado de purificacién de las diferentes fracciones celulares empleadas en el
ensayo. Asimismo se emplearon otros marcadores como referencia
incluyendo las proteinas LAMP2 (lisosomal), VDAC (mitocondrial) y
calnexina (reticulo endoplasmico).

+ glucosa - glucosa
H N P1 P2 C H N P1 P2 C KDa
Laforina] e i resk — 38
LAMP2 r 4 g e 0o |10
Calnexina| — g e - .' 67
GAPDH |— > =9 S & | 37
VDAC ——_—— T —— - 31
H3| iy - — 17

Figura 33. Efecto de la glucosa sobre la localizacién de la laforina en varias
subfracciones celulares aisladas de MEFs, analizadas mediante Western-blot. Los
MEFs que sobrexpresaban establemente la laforina, se incubaron durante 8 h en medio
completo con glucosa (+ glucosa) o sin ella (- glucosa). Las células se homogeneizaron y
se obtuvieron cuatro fracciones subcelulares mediante centrifugacién diferencial, tal y
como se detalla en el Material y Métodos. Las diferentes fracciones se analizaron
mediante Western-blot con los anticuerpos correspondientes. H, homogenado; N,
sedimento de 1.000 g x 10 min; P1, sedimento de 10.000 g x 15 min; P2, sedimento de
20.000 g x 30 min; C, sobrenadante de la ultima centrifugacién. Marcadores
subcelulares empleados: histona H3 para los nticleos; LAMP2 para los lisosomas; VDAC
para las mitocondrias; calnexina para el reticulo endoplasmico y GAPDH para el citosol.
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Asi pues, a partir de los experimentos de inmunofluorescencia y de
subfraccionamiento celular y Western-blot, concluimos que, en medio con
glucosa y en condiciones de sobrexpresion, la laforina esta localizada en el
citoplasma y la malina en el nucleo. Sin embargo, cuando las células se
incuban en medio sin glucosa, mientras la malina permanece en el nucleo,
una buena parte de la laforina cambia su localizacién desde el citoplasma al
nucleo y este cambio tiene ademas un caracter reversible.

En definitiva y por tanto, la localizacién de la laforina parece ser
dependiente de la presencia o no de glucosa en el medio donde se incuban
las células.

2.1.2. Efecto de otras condiciones de estrés sobre la localizacion de la
laforina y de la malina

Dado que la localizacion de la laforina es dependiente de glucosa y que la
ausencia de glucosa en el medio representa un estrés para la célula [325,
326], se estudio si este efecto observado se debia al estrés producido y si
otras condiciones de estrés, como la incubacién en un medio pobre en
nutrientes pero conteniendo glucosa (KH) o la presencia de peréxido de
hidrogeno, tenian efectos similares sobre la localizacidn de la laforina. Para
ello, se transfectaron transitoriamente células HeLa con los plasmidos que
expresan la laforina o la malina conjugadas con FLAG y HA,
respectivamente, y se incubaron durante 4 h en medio completo con glucosa
en presencia de perdxido de hidrogeno o en KH (Fig. 34). Se observo que
estas otras dos condiciones de estrés no modificaron la localizaciéon de la
laforina ni de la malina, indicando que el transporte de la laforina al nucleo
en ausencia de glucosa no es debido a una respuesta general al estrés y que
es una respuesta, probablemente bastante especifica, a la ausencia de
glucosa.
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Figura 34. Efecto de dos condiciones diferentes de estrés, un tratamiento con
peroxido de hidrégeno o de una incubaciéon en un medio empobrecido en
nutrientes, KH, sobre la localizacion de la laforina y de la malina, analizado
mediante inmunofluorescencia. La laforina y la malina, conjugadas con FLAG y HA
respectivamente, fueron sobrexpresadas transitoriamente en células HeLa. Después de
incubar las células durante 4 h en medio completo con glucosa en presencia de
perdxido de hidrégeno 0,5 mM (paneles superiores) o en KH (paneles inferiores), las
células se fijaron y se analizaron por inmunofluorescencia con anticuerpos anti-FLAG o
anti-HA. La laforina y la malina se muestran, en las células tratadas con perdxido de
hidrégeno, en color rojo, y en las células incubadas en medio KH, en color verde. En
color azul se muestra el marcador nuclear DAPI. Las imagenes del extremo derecho en
cada fila (Combinacién) corresponden a la combinaciéon de las dos imagenes a su
izquierda. Barra: 20 um.
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Ademas, para confirmar que el cambio provocado por la glucosa en la
localizaciéon de la laforina es independiente del medio de incubacién de las
células, incubamos células previamente transfectadas transitoriamente con
los plasmidos que codifican para la laforina o la malina conjugadas,
respectivamente, con FLAG y HA en otro medio, el KH, también en presencia
o no de glucosa durante 5 h. Como se observa en la figura 35, en KH sin
glucosa, una vez mas, una gran parte de la laforina se localiza en el nucleo, lo
que parece indicar que el cambio en la localizacion de la laforina es debido
especificamente a la glucosa, independientemente de la composiciéon del

medio en el que se encuentran las células.

FLAG-laforina HA-malina

KH + glucosa

KH - glucosa

Figura 35. Efecto de la glucosa sobre la localizacion de la laforina y de la malina
en células incubadas en KH, analizada mediante inmunofluorescencia. La laforina
y la malina conjugadas con FLAG y HA, respectivamente, fueron sobrexpresadas
transitoriamente en células HeLa. Después de 5 h de incubacién de las células en KH
con o sin glucosa (KH + glucosa o KH - glucosa, respectivamente), la laforina y la malina
se inmunodetectaron con los anticuerpos frente a FLAG y frente a HA como se indica en
la parte de arriba de los paneles de la figura. Barra: 20 pm.
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2.1.3. Localizacion de la laforina y de la malina cuando se
sobrexpresan conjuntamente

Anteriormente, hemos podido observar que la laforina y la malina
presentaban localizaciones diferentes cuando se sobrexpresaban por
separado en las células incubadas en medio completo con glucosa. Sin
embargo, se ha descrito que la laforina y la malina interaccionan entre si
formando un complejo funcional [61, 69, 327]. En las condiciones de
sobrexpresion utilizadas anteriormente, una de las dos proteinas, la que se
sobrexpresa, se encontrara siempre en exceso con respecto a la otra
proteina. A continuacién, estudiamos si las diferentes localizaciones podian
ser también observadas cuando ambas proteinas se sobrexpresaban
conjuntamente, lo que supondria, al menos teéricamente, niveles similares
de ambas proteinas en las células cotransfectadas. En la figura 36 se
observa el resultado de la sobrexpresion conjunta de la laforina y la malina,
conjugadas con FLAG y HA, respectivamente, en células HeLa e incubadas en
el correspondiente medio completo con o sin glucosa durante 8 h. En las dos
condiciones ensayadas, la localizacion tanto de la laforina como de la malina
es mayoritariamente nuclear.

FLAG-laforina HA-malina Combinacion1 DAPI Combinacién2

Figura 36. Efecto de la glucosa sobre la localizacién de la laforina y de la malina
cuando las dos proteinas se sobrexpresan conjuntamente, analizada mediante
inmunofluorescencia. Las imagenes corresponden a las proteinas cotransfectadas
FLAG-laforina (verde) y HA-malina (rojo) después de incubar las células HeLa durante
8 h en medio completo con glucosa (+ glucosa) o sin ella (- glucosa), como se indica a la
izquierda de los paneles. El marcador nuclear DAPI marca los ntcleos de color azul.
Para detectar la laforina y la malina se utilizaron anticuerpos anti-FLAG y anti-HA,
respectivamente. Las imagenes de la tercera y quinta columna corresponden,
respectivamente, a la combinacién de las imagenes que se muestran en las columnas
primera y segunda (Combinaciénl), y primera, segunda y cuarta (Combinacién2).
Barra: 20 pm.

+ glucosa
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Los resultados de inmunofluorescencia fueron confirmados mediante
un subfraccionamiento celular y Western-blot, sobrexpresando
conjuntamente la laforina y la malina en células HeLa, HEK293T y COS-7 en
presencia o no de glucosa (Fig. 37). En el fraccionamiento subcelular, la
separacion de la fraccion nuclear y citopldsmica no resulté totalmente
satisfactoria en los dos ultimos tipos celulares (probablemente por
producirse rotura nuclear en la bomba de cavitacién), aunque si en el caso
de las células HeLa. Sin embargo, esto no afecta a la conclusién de que la
laforina aparece ahora en la fracciéon nuclear tanto en presencia como en
ausencia de glucosa incluso en las células HEK293T y COS-7, ya que la
fraccion nuclear de las mismas apenas parece estar contaminada por la
GAPDH.
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Figura 37. Efecto de la glucosa sobre la localizacién de la laforina y de la malina
en varias subfracciones celulares cuando las dos proteinas se sobrexpresan
conjuntamente, analizadas mediante Western-blot. Las células HeLa (A), COS-7 (B)
y HEK293T (C) fueron cotransfectadas con FLAG-laforina y HA-malina. Después de 8 h
de incubacién de las células en medio con (+ glucosa) o sin (- glucosa) glucosa, se
obtuvieron diferentes fracciones subcelulares mediante centrifugaciéon diferencial
como se ha descrito en la figura 33. H, homogenado; N, sedimento de 1.000 g x 10 min;
C, sobrenadante de 20.000 g x 30 min. Marcadores subcelulares empleados: histona H3
para los nucleos y GAPDH para el citosol.

En resumen, empleando dos procedimientos diferentes hemos
comprobado que cuando se expresan conjuntamente la laforina y la malina,
ambas se encuentran mayoritariamente localizadas en el nucleo,
independientemente de la presencia o no de glucosa en el medio.
Recordemos, en cambio, que cuando las dos proteinas se sobrexpresaban
por separado en medio con glucosa la laforina estaba localizada en el
citoplasma y la malina en el nucleo. Solamente cuando las células se
incubaban en un medio sin glucosa, una buena parte de la laforina cambiaba
su localizacion desde el citoplasma al nucleo, sin que la malina cambiara su
localizaciéon nuclear. Estos resultados podrian ser explicados asumiendo que
la laforina y la malina interaccionan entre si en un complejo funcional y
estable [61, 69] y que, como hemos demostrado aqui, la mayor parte de la
malina tiene una localizaciéon nuclear bastante fija e independiente de la
presencia o no de glucosa. Asi, cuando sobrexpresamos ambas proteinas, la
cantidad de malina seria semejante a la de laforina, por lo que se uniria a
ésta y la retendria en el nucleo. Por otra parte, cuando se sobrexpresa la
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laforina pero no la malina, esta ultima se encuentra en mucha menor
cantidad con respecto a la laforina y esa laforina en exceso no podria
interaccionar con la malina y quedaria libre para dirigirse al citoplasma.

Dado que en un medio de cultivo con glucosa la laforina
sobrexpresada en solitario se encuentra sobre todo localizada en el
citoplasma, pero que cuando se sobrexpresa junto con la malina se localiza
en el nucleo, investigamos si este efecto sobre la localizacién de la laforina
era especifico de la malina o si era debido a que la simple coexpresiéon con
cualquier proteina pudiera alterar, por alguna razén, su localizacién. Para
ello, coexpresamos en células HeLa la laforina y la malina con otras dos
proteinas, GTPBP3 y CERKL, que tienen, respectivamente, una localizacion
citoplasmica (concretamente mitocondrial) y preferentemente nuclear [328,
329] y que, aparentemente, no estan relacionadas con la laforina o la malina.
Después, analizamos la localizacién de las diferentes proteinas mediante
inmunofluorescencia.

Como se muestra en la figura 38, la localizacion de la laforina es
citoplasmatica y no varia con la coexpresion de otras proteinas diferentes a
la malina. Estos resultados nos indican que la localizaciéon nuclear de la
laforina es dependiente de la presencia de suficiente malina en ese
subcompartimento celular.
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Combinacion1 DAPI Combinacion2

Figura 38. Efecto de la coexpresion de la laforina junto a otras proteinas sobre su
localizacion, analizada mediante inmunofluorescencia. La doble sobrexpresion
transitoria fue llevada a cabo en células HeLa combinando FLAG-laforina o HA-malina
(como control) con GFP-CERKL (con una localizacién principalmente nuclear) o GFP-
GTPBP3 (con una localizaciéon mitocondrial y, por tanto, en el citoplasma) en medio
completo con glucosa. (a) GFP-CERKL (verde) y FLAG-laforina (rojo). (b) GFP-CERKL
(verde) y HA-malina (rojo). (c) GFP-GTPBP3 (verde) y FLAG-laforina (rojo). (d) GFP-
GTPBP3 (verde) y HA-malina (rojo). El marcador nuclear DAPI se muestra en color
azul. Las imagenes de la tercera y quinta columna corresponden, respectivamente, a la
combinacién de las imagenes que se muestran en las columnas primera y segunda
(Combinaciénl), y primera, segunda y cuarta (Combinacién2). Barra: 20 um.

2.1.4. Analisis de la sobrexpresion de la laforina y la malina mediante
PAS

En los estudios de localizacién de la laforina y la malina mediante
inmunofluorescencia, observamos que cuando sobrexpresabamos la
laforina en células incubadas en medio con glucosa, en muchas de las células
transfectadas una parte de la laforina se encontraba formando unos
acumulos compactos de gran tamafio en el citoplasma (Fig. 39). Esto no
ocurria con la malina, ya que su localizaciéon es mayoritariamente nuclear.
Ademas, estos acumulos de laforina practicamente desaparecian en
ausencia de glucosa.
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Figura 39. La sobrexpresion de la laforina pero no de la malina, produce la
formacion de acimulos de laforina en el citoplasma. La laforina (A) y la malina (B)
conjugadas con FLAG y HA, respectivamente, se sobrexpresaron transitoriamente en
células HeLa durante 48 h. A continuacion, las células se incubaron en medio con
(+ glucosa) o sin (- glucosa) glucosa durante 8 h. Las preparaciones se analizaron
mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-FLAG o anti-HA segin cada
caso. La laforina se muestra en color verde, la malina en rojo y el marcador nuclear
DAPI en azul. En la columna de la derecha (Combinacién) se muestra la combinacion de
las dos imagenes de la izquierda. Barra: 20 pm.
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Esto ultimo, junto al hecho de que se haya asociado a la laforina con
el metabolismo del glucégeno [53, 72, 79], sugiere que estos acumulos
podrian corresponder a granulos de este polisacarido unidos a la laforina,
que ademas recordemos que posee un dominio de unién a carbohidratos.
Para comprobarlo, sobrexpresamos la laforina (A) y la malina (B), esta
ultima como control negativo, conjugadas con FLAG y HA, respectivamente,
en células HelLa. Transcurridas 48 h, fijamos las células y realizamos la
tincion de PAS que, como es bien sabido, tifie azucares [330]. A
continuacién, las muestras se analizaron por inmunofluorescencia
utilizando el anticuerpo anti-FLAG o anti-HA correspondiente.

En la figura 40 se observa que las células que sobrexpresan la
laforina presentan unos granulos PAS positivos (a), que no se observan en la
sobrexpresion de la malina (c). Esto sugiere que la sobrexpresion de la
laforina causa la formacién de estos granulos. Ademas, observamos que la
parte central de los granulos PAS positivos carece de fluorescencia (b),
probablemente debido a que la tincién colorimétrica que se concentra en
estos acimulos imposibilita la penetracion del anticuerpo. En cambio, esos
granulos presentan a su alrededor un halo intenso de fluorescencia que
indica que la laforina realmente se concentra alli.
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HA-malina

Figura 40. Los acumulos producidos en la sobrexpresion de la laforina son
PAS-positivos. Se transfectaron transitoriamente células HeLa con plasmidos que
codifican para FLAG-laforina (A) o HA-malina (B). Transcurridas 48 h se fijaron las
células y se tifieron mediante PAS como se indica en el Material y Métodos.
Posteriormente, las células se analizaron mediante inmunofluorescencia utilizando
anticuerpos anti-FLAG y anti-HA. Las imagenes correspondientes a la tincion de PAS
(ay c) y ala fluorescencia (b y d) fueron tomadas por microscopia de campo claro y de
fluorescencia, respectivamente. La laforina se muestra en verde y la malina en rojo. Los
recuadros marcan areas de interés. Las flechas marcan acimulos PAS positivos. Barra:
20 pm.

A continuacién, y aunque aqui nos encontramos en la situacién
opuesta a LD (sobrexpresion de laforina), verificamos que los polisacaridos
presentes en estos granulos no correspondian a los poliglucosanos que se
acumulan en los LBs, caracteristicos de la patologia [2, 331]. Para ello, se
transfectaron o no células HelLa transitoriamente con FLAG-laforina, con
HA-malina o con ambas y se incubaron en medio completo con o sin glucosa
durante 8 h. Posteriormente, las células se trataron o no con diastasa
durante 15 min y se tifieron con PAS.

En la figura 41 se observa de nuevo que al sobrexpresar la laforina,
tanto sola como junto a la malina, se forman granulos PAS positivos que no
aparecen en la sobrexpresion de la malina sola, ni en las células control sin
sobrexpresion alguna. Ademas, en las células incubadas en medio completo
con glucosa y tratadas con diastasa, observamos la completa desaparicion
de los granulos PAS positivos. Es decir, los polisacaridos que se acumulan en
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condiciones de sobrexpresion de la laforina son sensibles a diastasa y
probablemente corresponden a granulos de glucdégeno producidos en
exceso o simplemente reclutados y concentrados a partir de granulos de
menor tamafio en acimulos mayores debido al exceso de laforina. Por tanto,
estos acumulos de polisacaridos PAS positivos no son como los
poliglucosanos que constituyen los LBs caracteristicos de LD.

FLAG-laforina/
FLAG-laforina HA-malina HA-malina

7 7 10 . -

+ glucosa

- glucosa

+ glucosa
+ diastasa

Figura 41. Los acumulos PAS-positivos producidos en la sobrexpresion de la
laforina son sensibles a la diastasa. Se transfectaron o no transitoriamente células
HeLa con pldsmidos que expresan FLAG-laforina, HA-malina o ambas. Transcurridas
48 h, las células se incubaron en medio completo con (+ glucosa) o sin (- glucosa)
glucosa durante 8 h. Posteriormente, las células se trataron (+ diastasa) o no con
diastasa 0,5 % durante 15 min. A continuacién, todas las preparaciones se tifieron con
PAS. Las imagenes fueron tomadas por microscopia de campo claro. Los recuadros
marcan areas de interés. Barra: 20 pm.

En estos experimentos conviene destacar que en todas las
condiciones en las que se producen esos acimulos (es decir, aquéllas donde
hay sobrexpresion de laforina), al retirar la glucosa del medio se produce
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tanto la desaparicion de los granulos PAS positivos como el transporte de la
laforina al ntcleo (ver figuras 41 y 39 en ausencia de glucosa,
respectivamente). Esto plantea una estrecha relaciéon entre la acumulacion
de laforina y la de polisacaridos (probablemente glucégeno) que seria
compatible con una retencién de la laforina en el citoplasma por la
presencia del glucégeno.

Asi pues, todo ello sugiere que en condiciones basales de glucosa la
laforina se localizaria en el citoplasma asociada a glucégeno para realizar
alguna funcién relacionada con su metabolismo. Sin embargo, en ausencia
de glucosa, los acimulos de glucoégeno se degradarian para reabastecer de
glucosa a la célula y la laforina se transportaria al ndcleo para realizar
alguna funcién todavia desconocida.

2.2. Localizacion celular de la laforina endogena

Por ultimo y para evitar posibles efectos derivados de la
sobrexpresion de las proteinas, se estudié la localizacién de la laforina
endégena. Como hemos comentado anteriormente, ninguno de los
anticuerpos disponibles actualmente, comerciales o no, permite detectar la
malina enddgena. Con los anticuerpos que reconocen a la laforina, tampoco
fue posible detectar la laforina enddgena por inmunofluorescencia aunque
si por Western-blot tras un subfraccionamiento celular. Por ello, se
incubaron fibroblastos humanos y células HeLa en medio completo con o sin
glucosa y se analizé por Western-blot la fraccién enriquecida en nucleos y
en citoplasma.

En la figura 42 se observa que en medio completo con glucosa la
laforina enddgena se encuentra localizada en el citoplasma (C), mientras
que cuando las células se incuban en su correspondiente medio completo
pero sin glucosa, parte de la laforina cambia su localizacion al nucleo (N),
confirmando asi los resultados obtenidos anteriormente con la proteina

sobrexpresada.
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Figura 42. Efecto de la glucosa sobre la localizacién de la laforina end6gena en
fracciones subcelulares aisladas de fibroblastos humanos y de células HeLa,
analizada mediante Western-blot. Las diferentes fracciones celulares se obtuvieron
mediante subfraccionamiento celular por centrifugacion diferencial como se ha
descrito en la figura 33, después de incubar los fibroblastos humanos (A) o las células
HeLa (B) en medio con glucosa (+ glucosa) o sin ella (- glucosa) durante 8 h. H,
homogenado; N, sedimento de 1.000 g x 10 min; C, sobrenadante de 20.000 g x 30 min.
Marcadores subcelulares empleados: histona H3 para los nucleos y GAPDH para el
citosol.

En resumen, utilizando distintos modelos celulares y en condiciones
de sobrexpresion hemos observado en diferentes células incubadas en
medio con glucosa que la malina se localiza siempre en el niicleo mientras
que la laforina se encuentra sobre todo en el citoplasma. Sin embargo, en
ausencia de glucosa o cuando se sobrexpresan a la vez la malina y la
laforina, la localizacién de esta dltima cambia de forma reversible y se
acumula en el nucleo. Estos resultados se han obtenido con diferentes tipos
celulares (HeLa, HEK293T, COS-7, MEFs y fibroblastos humanos), en
diferentes condiciones de cultivo (KH o medio completo, con y sin glucosa,
medio completo con H20?) y se han estudiado mediante dos procedimientos
distintos (inmunofluorescencia y subfraccionamiento celular analizando las
fracciones por Western-blot). Ademas, al menos en el caso de la laforina y
mediante subfraccionamiento celular, los resultados obtenidos con la
proteina endégena (es decir, sin realizar una sobrexpresiéon) apoyan esa

localizacion de la laforina, citoplasmica y/o nuclear, dependiente de glucosa.
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Por otro lado, y teniendo en cuenta los resultados de sobrexpresion,
por separado y a la vez, de la malina y la laforina y que la laforina y la malina
pueden formar un complejo funcional, es bastante probable que: i) en
condiciones endogenas la laforina se encuentre en exceso frente a la malina
en las células, lo que explicaria su localizacién citopldsmica frente a la
localizaciéon nuclear de la malina, ii) la laforina tendria una funcion
independiente de la malina en el citoplasma, ya que se encuentra sobre todo
alli en condiciones basales y iii) la funcidon verdaderamente relevante para
LD de la laforina y la malina tendria que ver con la localizacién de ambas en
el nucleo, donde formarian el complejo funcional que ha sido descrito por
varios autores.

3. Entrada y salida de la laforina del nucleo

Una vez establecida la localizacién de la malina en el nucleo de las
células y, en ciertas condiciones, también de la laforina, el siguiente paso
consistié en estudiar las vias de entrada a este organulo y de salida del
mismo de las dos proteinas, particularmente de la laforina ya que habiamos
observado que existia una regulacion de su transporte al ntcleo por glucosa.
Era pues posible que la investigacion en mayor detalle de ese transporte
nuclear pudiese aportar mas datos para conocer mejor la posible funcién de
esas proteinas en el nucleo. De hecho, pensamos que resultaba
particularmente novedoso el centrar la investigacion de la funcién de las dos
proteinas en esa localizacidon. Esto podia ser relevante para conocer las
bases moleculares de LD, ya que los estudios realizados hasta el momento se
habian centrado casi exclusivamente en las posibles funciones que el
complejo formado por las dos proteinas puede desempefiar en el
citoplasma, por ejemplo en el metabolismo del glucégeno o en los
mecanismos de degradacion intracelular de proteinas a través sobre todo de
la autofagia [72, 75, 79, 80, 93].

El estudio de las vias de entrada y salida del nucleo de estas dos
proteinas se llevd a cabo durante una estancia de cuatro meses en el
University of Texas Southwestern Medical Center (Dallas, TX, EE.UU.), mas
concretamente en el laboratorio de la Dra. Y. M. Chook. Este laboratorio
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posee una dilatada experiencia en estudios sobre el trafico nucleo-
citoplasma de macromoléculas, un proceso celular que desempefia un papel
esencial en aspectos tan importantes para la fisiologia de las células como la
expresion génica o la transduccion de sefiales. Ademas, el laboratorio
disponia de las técnicas y metodologias mas actuales y adecuadas para
abordar este tipo de estudios.

3.1. Entrada de la laforina al nucleo dependiente de glucosa y de
la malina

En la actualidad, se han descrito en humanos un gran ndmero de
importinas y de exportinas que regulan, respectivamente, la entrada al
nucleo de aquellas proteinas que presentan una localizaciéon nuclear y, en
ocasiones, la salida del mismo [218, 219, 223]. Esto implica la existencia de
una gran variedad de vias de entrada al ndcleo y también de secuencias, las
llamadas NLS (“nuclear localization signal”), que son reconocidas en las
proteinas para su transporte a este compartimento de la célula.

Para estudiar la posible via de entrada de la laforina al nucleo, nos
centramos en la principal de estas vias. Se trata de la via clasica de
transporte de proteinas al nicleo mediada por las importinas a/f. En esta
via clasica, la importina a es la encargada de reconocer la NLS de la proteina
que se va a transportar al ndcleo y de unirse a ella. Sin embargo, la
importina a es incapaz por si misma de transportar a esa proteina al interior
del nucleo. Se necesita ademas otra proteina, la importina 3, que reconoce al
complejo formado por la importina a y la proteina que se va a transportar,
para llevar a cabo finalmente el transporte de todo el conjunto hasta el
nucleoplasma, cruzando asi la doble membrana nuclear a través de uno de
los numerosos poros nucleares que la atraviesan.

Para el estudio del transporte de una proteina al nucleo por la via
mediada por las importinas a/f3, es muy apropiada la utilizacién del péptido
Bimax2, que corresponde a una tipica secuencia NLS reconocida por la
importina a. Este péptido impide que la importina o reconozca otras NLSs
[236, 237], ya que esta importina tiene una afinidad de uniéon muy elevada
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por el péptido Bimax2. De esta manera, Bimax2 actda como un inhibidor
competitivo de la importina a frente al resto de proteinas con NLS que
siguen esta via de entrada al nucleo y, por consiguiente, bloquea de manera
muy especifica la entrada al nucleo de las proteinas que utilizan esta via
mediada por las importinas o/f3.

Para estudiar si la laforina utiliza efectivamente esa via clasica de
entrada al nucleo, se clonaron, en los vectores apropiados, los cDNAs de la
isoforma 1 de la laforina y de Bimax2 conjugados, respectivamente, con las
proteinas fluorescente RFP o EYFP, como se ha descrito en el Material y
Métodos. Una vez generadas esas construcciones, se utilizaron para
transfectar o cotransfectar transitoriamente las células HT-1080 y asi
sobrexpresar la RFP-laforina, sola o con EYFP-Bimax2. Transcurridas 48 h,
las células se incubaron en medio completo con o sin glucosa durante 8 h
mas. De esta forma, postuldbamos que en el medio sin glucosa se produciria,
también en esas células, la entrada de la laforina al nicleo, como asi ocurrio.
Si en presencia de Bimax2 esa entrada al nicleo se bloqueaba indicaria que
la entrada de la laforina al nudcleo esta mediada por la via clasica de las
importinas o/f. Las células fueron analizadas por fluorescencia y se
cuantificé la intensidad de fluorescencia de la RFP-laforina en el citoplasma
y en el nucleo a partir de imagenes tomadas in vivo en un microscopio
confocal.

La figura 43 muestra los resultados cuantitativos obtenidos en este
estudio. Puede observarse que al incubar las células en medio sin glucosa
(dos ultimas barras del histograma), disminuye significativamente la
intensidad de fluorescencia de la RFP-laforina en el citoplasma respecto a la
del nucleo (relacion C/N), cuando se compara con la misma relacién pero en
presencia de glucosa (dos primeras barras del histograma). Esto indica que
también en las células HT-1080 aumentaba la cantidad de laforina en el
nucleo en ausencia de glucosa. Por otra parte, aunque en el medio con
glucosa se producia un ligero descenso cuando la laforina se sobrexpresaba
a la vez que el péptido Bimax2, apenas observamos, tal y como
esperabamos, que existieran diferencias, y desde luego no eran
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significativas, en la localizaciéon de la RFP-laforina con (segunda barra del
histograma) o sin (primera barra del histograma) el péptido Bimax2. Esto se
debe a que en medio con glucosa la mayor parte de la laforina es
citoplasmica. Sin embargo, en el medio sin glucosa, cuando el péptido
Bimax2 estd presente (Ultima barra del histograma) si se aprecia un
aumento significativo en la relacion C/N de fluorescencia con respecto al
valor en ausencia de este péptido (penultima barra del histograma). Este
resultado indica que en presencia del péptido Bimax2 existe una mayor
proporcidn relativa de laforina que se encuentra localizada en el citoplasma
con respecto a la que existe en el nudcleo, en comparacion a la existente en
las mismas condiciones pero cuando el péptido Bimax2 no esta presente en
las células. Por tanto, parece que este péptido esta inhibiendo la entrada de
la laforina al ntcleo que tiene lugar en ausencia de glucosa. Esta inhibicion
es solamente parcial, debido a que en presencia del péptido Bimax2 en el
medio sin glucosa (Ultima barra del histograma) no se recupera la relacion
C/N de fluorescencia existente en el medio con glucosa, como deberia
ocurrir, al menos de una manera aproximada por la variacién experimental,
si tuviera lugar una inhibicién completa de la entrada de la laforina al
nucleo. Por tanto, la laforina entra en el ntcleo utilizando al menos en parte
la via clasica mediada por las importinas o/f.

147



X%k %k

1,6 1

* % %

%X % %

1,4-

%* %K

1,21
1,0 1
0,8 +

0,6 -

fluorescencia RFP

0,4 -

Relacion C/N de la intensidad de

0,2 1

0,0
+ Bimax2 +Bimax2

+glucosa -glucosa

Figura 43. Efecto del péptido Bimax2 sobre la localizacidon citoplasma/nicleo de
la laforina en células HT-1080 incubadas en presencia o no de glucosa. La laforina
(RFP-laforina) se sobrexpresé transitoriamente en células HT-1080, bien sola (primera
y tercera barra del histograma) o bien junto al péptido Bimax2 (EYFP-Bimax2, segunda
y cuarta barra del histograma). Transcurridas 48 h desde el comienzo de la
transfeccion, las células se incubaron durante 8 h mas en medio completo con
(+ glucosa) o sin (- glucosa) glucosa. Las intensidades de fluorescencia de la
RFP-laforina, citosélica y nuclear, se cuantificaron en 20 células diferentes para cada
condicion. No se muestran las imagenes de fluorescencia de estos experimentos, que
fueron obtenidas in vivo mediante microscopia confocal. En el caso de la coexpresion,
sélo se tuvieron en cuenta aquellas células que sobrexpresaban ambas proteinas. En el
histograma se muestran los valores expresados como la relacién de las intensidades de
fluorescencia existentes en el citoplasma respecto a las del nudcleo (C/N) y
corresponden a las medias + SD de cuatro experimentos independientes con muestras
por duplicado. Se muestran las diferencias, que resultaron ser estadisticamente
significativas para valores de **P<0,001 y ***P<0,0001.

El estudio del transporte de la malina al ntcleo, al tratarse de una
proteina aparentemente localizada de forma permanente en el mismo, tuvo
que abordarse de manera diferente al utilizado para estudiar el transporte
de la laforina. En este caso, se transfectaron transitoriamente las células
HT-1080, primero con EYFP-Bimax2 para que se sobrexpresara el péptido y
bloqueara la via clasica mediada por las importinas o/ y, transcurridas 8 h,
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con RFP-malina. Esperabamos observar que si la malina utilizaba esta via
clasica para entrar en el nucleo, se acumulase en el citoplasma en presencia
del péptido Bimax2. Sin embargo, esta doble transfecciéon, pero no las
transfecciones individuales, parecia letal para las células por alguna razon,
ya que morian habiendo transcurrido sélo 24 h desde el comienzo de la
doble transfeccion. Esta letalidad, en el caso de que la malina utilizara la via
clasica mediada por las importinas o/ y que Bimax2 estuviera inhibiendo
su entrada, podria ser debida, bien a que la acumulaciéon de malina en el
citoplasma resulta téxica para la célula o bien a que la malina tiene una
funcién nuclear que es esencial para la supervivencia celular. Ademas, a
diferencia de lo que ocurre con la laforina, la glucosa no afecta a la
localizacion de la malina y, de momento al menos, no conocemos ningin
modo de hacer que la malina que se encuentra en el nucleo se transporte en
cantidad suficiente al citoplasma para su deteccién. Por eso, podiamos
también anticipar ya que no ibamos a poder estudiar su posible via de salida
del nucleo al citoplasma. Es por ello que en este apartado sobre el
mecanismo de transporte nucleo-citoplasma nos hemos centrado en la
laforina, ya que de las dos proteinas implicadas en LD es la que parece mas
relevante para analizar la importancia de este transporte.

3.1.1. Identificacion de una NLS en la laforina y ensayos para verificar
su funcionalidad

Para que una proteina de mas de 30 kDa pueda entrar en el nucleo, se
precisa, en primer lugar, que tenga una NLS [215-217, 332] y después, que
ésta sea reconocida por la importina correspondiente [221, 223, 332]. Las
NLSs presentan una gran variabilidad, tanto en tamafio como en secuencia,
lo que dificulta enormemente su identificaciéon. Como comentamos en la
Introduccion, existen 2 tipos de NLS, aunque nosotros nos hemos centrado
aqui en investigar la posible presencia en la laforina y en la malina de la NLS
clasica, ya que es la que mejor se conoce. Ademas, los resultados anteriores
indicaban que la laforina utiliza la via clasica mediada por las importinas
a/ para entrar al nucleo.
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Por lo tanto y en base a todo lo anterior, tratamos de identificar
alguna NLS en la laforina y en la malina que fuese reconocida por la
importina a. Para identificar “in silico” posibles NLSs en estas dos proteinas,
se utilizaron diferentes servidores “online” (NLSMapper, NLStradamus,
NucPred, SeqNLS) que permiten predecir posibles NLSs en una proteina
dada a partir de su secuencia de aminodacidos. Cada uno de estos servidores
utiliza unos parametros propios y especificos y, en el caso de la laforina, sélo
el NLSMapper predijo con un buen grado de confianza una secuencia
candidata a NLS en la laforina y que se muestra a continuacién:

NLS (laforina): 295-FLMAKRPAVYIDEEALARAQEDFFQKFGKV-324

Una vez identificada una posible secuencia NLS, el siguiente paso era
probar si esta secuencia era funcional y, por tanto, capaz de dirigir al ndcleo
a una proteina dada de localizacion citoplasmatica. Para ello, se llevé a cabo
la clonacién de esta secuencia candidata en un vector de clonaje pEYFP-
EYFP-C1 que codifica para dos proteinas EYFP (de 26 KkDa
aproximadamente cada una) situadas en tdndem. Las dos proteinas EYFP en
tdndem se usaron para aumentar suficientemente el tamafio de la proteina
conjugada a nuestra NLS. De esta forma, se evita la posibilidad de que una
sola EYFP unida a nuestra NLS pueda atravesar la doble membrana nuclear
por simple difusién a través de los poros nucleares, debido a que el tamafo
de la EYFP esta por debajo de los 30 kDa establecidos como limite. Por otro
lado, la proteina EYFP, tras su sobrexpresion, se localiza exclusivamente en
el citoplasma, por lo que resulta muy apropiada para investigar si una
determinada secuencia candidata a actuar como NLS es realmente capaz de
dirigir una proteina citosdlica al nucleo. En nuestro caso, el vector que
codificaba para las dos proteinas EYFP fue clonado para que éstas
apareciesen conjugadas en el extremo NHz-terminal de la NLS candidata de
la laforina. De esta forma, si la NLS predicha por el NLSMapper era
realmente funcional seria reconocida por las importinas y dirigiria a las dos
proteina EYFP en tandem al ntcleo, donde se acumularian. Ademas, en estos
experimentos utilizamos paralelamente y como control positivo, una NLS
bien establecida (procedente de un virus, el SV40) conjugada a las dos
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proteinas de EYFP. Es sabido que esta NLS es perfectamente funcional para
dirigir proteinas al nudcleo por la via clasica.

Para este estudio, las células HT-1080 se transfectaron
transitoriamente con los dos pldsmidos por separado, el EYFP-EYFP-
NLSiaforina (que incluye la supuesta NLS de la laforina) y el EYFP-EYFP-
NLSsv40 (con la NLS del SV40). Tras 48 h, se analizéd por microscopia de
fluorescencia la localizaciéon in vivo de las proteinas en un microscopio
confocal.

Como se muestra en las imagenes de la figura 44A, la secuencia
candidata a constituir una NLS de la laforina no parece funcionar como tal
(imagenes a-c), ya que no es capaz de dirigir la proteina EYFP-EYFP-
NLSiaforina al nucleo, acumulandose en el citoplasma y resultando por
consiguiente en una relaciéon C/N de intensidades de fluorescencia muy alta.
En cambio, el control positivo es capaz de dirigir la proteina EYFP-EYFP-
NLSsvs40 al ndcleo (imagenes d-f), lo que resulta en una relacion C/N de
intensidades de fluorescencia muy baja (Fig. 44B).

En el caso de la malina, como ya hemos mencionado, no disponemos
de ninguna evidencia de que esta proteina entre en el nucleo utilizando la
via clasica mediada por las importinas o/f. Ademas, ninguno de los
servidores fue capaz de encontrar alguna secuencia candidata
suficientemente firme para actuar como NLS.
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Figura 44. Localizacion mediante fluorescencia de la secuencia candidata a
actuar como NLS en la laforina conjugada con EYFP. Imagenes de fluorescencia
representativas (A) tras 48 h de las transfecciones realizadas en células HT-1080
con los plasmidos que expresan la secuencia candidata a actuar como una NLS en la
laforina (a-c) y, como control positivo, la secuencia NLS del SV40 (d-f), conjugadas
con dos proteinas EYFP situadas en tandem. Las proteinas EYFP con Ia
correspondiente NLS y sobrexpresadas transitoriamente se muestran en amarillo
(ay d), los nucleos de las células se tineron con Hoechst y aparecen en azul (b y e)
y las imagenes combinadas correspondientes se encuentran en c y f. Las imagenes
se obtuvieron in vivo mediante microscopia confocal. Barra: 10 pum. El histograma
(B) muestra las relaciones C/N resultantes de la cuantificaciéon de las intensidades
de fluorescencia citoso6lica y nuclear de la proteina EYFP. Los valores representan
las medias + SD de 20 células diferentes para cada una de las dos NLSs analizadas
en tres experimentos independientes. La diferencia resultdé estadisticamente
significativa para un valor de ***P<0,0001.
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3.2. Salida de la laforina del nicleo dependiente de glucosa

Al igual que ocurre para la entrada al nucleo, la salida del nucleo
también puede producirse mediante diferentes vias [221, 223, 224]. Para
estudiar la via de salida de la laforina del nucleo, nos centramos en la via
mas estudiada y mayoritaria, que esta mediada por la exportina 1 o CRM1.
CRM1 reconoce una determinada secuencia de exportacién nuclear (NES) en
la proteina que va a salir del nucleo y media en su transporte hacia el
citoplasma. Tanto la leptomicina B como el KPT-185 funcionan como
inhibidores especificos de CRM1, provocando la acumulacién en el ntcleo de
las proteinas que se exportan mediante esa exportina.

Dado que el transporte de la laforina al ntcleo es reversible y
dependiente de glucosa, utilizando dos inhibidores de la exportacién
nuclear, el KPT-185 y la leptomicina B, analizamos si la laforina sale del
nucleo mediante la via dependiente de CRM1. Los resultados cuantitativos
del estudio con el inhibidor KPT-185 se muestran en la figura 45. Para
realizar ese estudio, transfectamos transitoriamente las células HT-1080
con RFP-laforina y, transcurridas 24 h, las células se trataron (barras pares
del histograma) o no (barras impares del histograma) con KPT-185 durante
18 h. Durante las ultimas 13 h de ese tratamiento y para estudiar la
reversibilidad del proceso de entrada de la laforina al nucleo, parte de las
células se incubaron en medio completo sin glucosa durante 8 h y después
se afnadi6 glucosa al medio durante 5 h mas (dos ultimas barras del
histograma). De esa forma, conseguimos inducir inicialmente la entrada de
la laforina al ntcleo para, posteriormente, inducir su salida mediante la
adicién de glucosa al medio de cultivo. Las otras muestras se incubaron
durante las tltimas 8 h de tratamiento en medio completo con glucosa (dos
primeras barras del histograma) o sin glucosa (tercera y cuarta barra del

histograma).

153



! n.s.

1,84 ‘ KKk
[

- n.s.
% EE 23
h=] 1,4- *k
©
s
28 1,2
-
Ew n.s.
sS 1.0 ]
23
z 2 08
O o
:gé .
&
° 0,4-
o

0,2-

0,0

+ KPT + KPT +KPT
+glucosa -glucosa -l+glucosa

Figura 45. Cuantificacion del efecto del KPT-185 en la localizacion de la laforina
conjugada con RFP en presencia o no de glucosa, analizada mediante la
determinacion de la fluorescencia en el citoplasma y en el nicleo. La laforina
conjugada con RFP se sobrexpres6 transitoriamente en células HT-1080. Transcurridas
24 h de la transfeccion, las células fueron tratadas (+ KPT-185) o no con KPT-185 1 uM
durante 18 h. Durante las tltimas 13 h de tratamiento, las células se incubaron durante
8 h en medio sin glucosa y, posteriormente, se afiadi6 glucosa durante 5 h mas
(-/+ glucosa). Como control, las células se incubaron durante las ultimas 8 h de
tratamiento en presencia (+ glucosa) o en ausencia (- glucosa) de glucosa 25 mM. Las
intensidades de fluorescencia de la RFP-laforina citosoélica y nuclear se cuantificaron en
20 células diferentes para cada condicién. No se muestran las imagenes de
fluorescencia de estos experimentos, que fueron obtenidas in vivo mediante
microscopia confocal. En el histograma se muestran los valores como la relacién de las
intensidades de fluorescencia existentes en el citoplasma respecto a las del nucleo
(C/N) y corresponden a las medias + SD de tres experimentos independientes con
muestras por duplicado. Las diferencias resultaron estadisticamente significativas para
valores de **P<0,001 y ***P<0,0001. Las diferencias no significativas se indican con n.s.

En la figura 45 se observa que al incubar las células en el medio sin
glucosa (tercera y cuarta barra del histograma), disminuye
significativamente la relacion C/N de la RFP-laforina con respecto a esa
misma relacion en las células incubadas con glucosa (primera y segunda

154



barra del histograma), indicando que la cantidad de la laforina en el nucleo
aumenté significativamente en ausencia de glucosa. Esto confirma, una vez
mas, nuestros resultados anteriores en los que en ausencia de glucosa la
localizacion nuclear de la laforina aumenta considerablemente. Por otra
parte y tal y como esperdbamos, no observamos diferencias significativas en
la localizaciéon de la RFP-laforina debidas al tratamiento con KPT-185 ni
cuando las células se incubaban en el medio que contiene glucosa (comparar
la segunda barra del histograma con la primera) ni tampoco cuando se hacia
en el que no la contiene (comparar la cuarta barra del histograma con la
tercera). Esto es légico puesto que en ninguna de estas dos condiciones
estamos induciendo una salida de la laforina del nucleo que pueda ser
inhibida por KPT-185. En cambio, se observaron diferencias significativas
en la localizacion de la laforina tras la adicién de glucosa a las células
previamente incubadas en ausencia de ésta (quinta barra del histograma)
con respecto a lo que ocurre en ausencia de glucosa (tercera y cuarta barra
del histograma). Estos resultados muestran que tras la adicién de glucosa, la
laforina previamente nuclear vuelve al citoplasma, probando, por tanto y de
nuevo, que el transporte de la laforina dependiente de glucosa es reversible.

Aunque no se observaron diferencias significativas en la localizacion
de la laforina tras la adicion de glucosa a las células previamente incubadas
en ausencia de ésta (quinta barra del histograma) con respecto a la
observada en presencia de glucosa en todo momento (dos primeras barras
del histograma), la relacion de fluorescencias C/N fue ligeramente menor en
el primer caso. Para explicar esto, recordemos que la entrada al nucleo es
progresiva y cabe esperar que la salida del nucleo también lo sera, y aqui
estamos comparando un tratamiento de 5 horas con glucosa y en el que las
células habian estado previamente sin glucosa durante 8 h, con tratamientos
en los que la glucosa esta presente durante 8 h y también previamente.
También se observd que el aumento en la relacion de fluorescencia C/N tras
la adicion de glucosa fue significativamente menor en las células tratadas
con KPT-185 (sexta y ultima barra del histograma) con respecto a las no
tratadas (quinta barra del histograma). Esto nos indica que en presencia de
KPT-185 se retiene una mayor cantidad de la laforina en el nucleo y
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demuestra, por tanto, que el KPT-185 esta inhibiendo la salida de la laforina
del ntcleo que tiene lugar cuando se restablece la presencia de glucosa en el
medio. Resultados similares se obtuvieron utilizando leptomicina B a una
concentracion de 5 nM (datos no mostrados). Por tanto, podemos concluir
que la laforina utiliza la via dependiente de CRM1 para salir del nucleo.

3.2.1. Identificacion y confirmacion de una NES en la laforina

Las proteinas precisan de una secuencia de exportacion nuclear
(NES), que sera reconocida por la exportina correspondiente, para salir del
nucleo [241, 244]. Para identificar “in silico” posibles NESs en la laforina
para la via dependiente de CRM1, se utilizaron diferentes servidores
“online” de prediccion de estas secuencias (LocNES, ValidNESs, y NetNES 1.1
Server). Estos programas fueron generados en el laboratorio de la Dra. Y. M.
Chook y se basan en la identificacién de NESs en la proteina de interés a
partir de la conocida secuencia consenso reconocida por CRMI.
Combinando los resultados mostrados por los diferentes programas, se
encontraron tres secuencias candidatas a constituir una NES en la laforina,
que se muestran a continuacion:

e NES-1: 172-QVEHVTIKLKHELGI-186
e NES-2: 242-VQMLPQAVCLLHALL-256
e NES-3: 283-YVMGWNLRKVQYFLM-297

Estas tres secuencias se clonaron por separado en el vector EYFP-
EYFP-NLSsva0-C1. Este vector, a diferencia del empleado para Ia
comprobacion de la NLS, contiene, ademas de la NES candidata de la
laforina, una NLS procedente del virus SV40. Esto permite dirigir el tandem
EYFP al ntcleo y comprobar si la NES es capaz de redirigir de nuevo el
tdndem hacia el citoplasma. Como control positivo de la salida del nucleo, se
utilizé el plasmido EYFP-EYFP-NLSsvao-NESpki, que contiene la NES de la
proteina PKI (inhibidor de la proteina quinasa dependiente de cAMP). Se
conoce que esta NES clasica es reconocida por CRM1 [249] y, por tanto,
dirigira el tindem EYFP hacia el citoplasma.
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Para determinar si las secuencias NES candidatas de la laforina son
funcionales, y por tanto, capaces de redirigir el tindem EYFP hacia el
citoplasma, en primer lugar, se transfectaron las células HT-1080 con los
plasmidos pEYFP-EYFP-NLSsv40-NES-1, pEYFP-EYFP-NLSsv40-NES-2 y
PEYFP-EYFP-NLSsv40-NES-3 por separado. Después, y una vez transcurridas
24 h, las células se trataron o no durante 18 h con KPT-185 o leptomicina B
que, al inhibir especificamente la via dependiente de CRM1, si la NES
conjugada es funcional, causaran la acumulacién en el nucleo del tandem
EYFP que se exportaria desde el nucleo al citoplasma mediante esta
exportina. Finalmente, se analizé a localizacién in vivo del tindem EYFP en
las diferentes preparaciones mediante microscopia confocal de
fluorescencia (Fig. 46).
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Figura 46. Localizacion mediante fluorescencia del tindem EYFP conjugado a las
secuencias candidatas a actuar como NES en la laforina, en presencia o no de
KPT-185. El tindem EYFP conjugado a la NLS del SV40 y a la NES-1 (A), NES-2 (C) o
NES-3 (E) de la laforina o, como control positivo, a la NES del PKI (G), se sobrexpresé
transitoriamente en células HT-1080. Este se muestra en amarillo (a y d), los niicleos,
tefiidos con Hoechst, en azul (b y €) y a su derecha la combinacién de ambas (c y f). Las
imagenes de las células tratadas (+ KPT-185) o no con el inhibidor KPT-185 1 uM
durante 18 h se obtuvieron in vivo mediante microscopia confocal. Los histogramas (B,
D, F y H) muestran las relaciones C/N resultantes de la cuantificacién de las
intensidades de fluorescencia citosélica y nuclear de 1 tindem EYFP para cada caso. Los
valores representan medias + SD de 20 células diferentes para cada una de las NES
analizadas por duplicado en tres experimentos independientes. Las diferencias
resultaron estadisticamente significativas para un valor de ***P<0,0001.

Como se observa en la figura 46, tanto con la NES-2 (Fig. 46C) como
con la NES-3 (Fig. 46E), el tandem fluorescente presenta una localizacion
practicamente nuclear (imagenes a en los paneles C y E), indicando que
estas secuencias no son reconocidas por CRM1 y, por tanto, no dirigen el
tdndem al citoplasma. Ademadas, como era de esperar, en este caso el
KPT-185 no provoca ningun cambio significativo en la localizacion del
tdndem (imagenes d en los paneles C y E de la Fig. 46) que permanece
localizado en el nucleo. Sin embargo, en el caso de la NES-1 observamos una

158



considerable localizacidn citoplasmatica del tandem (Fig. 46, imagen a en el
panel A), lo que estd indicando que la NES-1 es capaz de dirigir el tAindem al
citoplasma. En presencia de KPT-185 observamos una disminucion
significativa en la localizacion citoplasmica del tdindem con la NES-1, ya que
la mayor parte de la fluorescencia se localiza en el nucleo (Fig. 46, imagen d
en el panel A), indicando que el KPT-185 esta inhibiendo la salida del nucleo
del tdndem fluorescente. Por tanto, podemos concluir que la NES-1 de la
laforina es funcional y es reconocida por CRM1. Finalmente, en el control
positivo de NES, el tdndem presenta una localizacion practicamente
citosolica (Fig. 46, imagen a en el panel G), que tras el tratamiento con KPT-
185 se vuelve completamente nuclear (Fig. 46, imagen d en el panel H)
como queda confirmado en la bajada tan significativa observada de la
relacién C/N de las fluorescencias del tdndem. Resultados similares se
obtuvieron utilizando leptomicina B a una concentracién de 5 nM (datos no
mostrados). Por tanto, la NES-1 identificada en la laforina seria reconocida
por CRM1, permitiéndole llevar a cabo el transporte reversible de salida del
nucleo regulado por glucosa.

En resumen, coexpresando en células HT-1080 la RFP-laforina con
EYFP-Bimax2 para estudiar su entrada al nucleo y utilizando KPT-185 y
leptomicina B para estudiar su salida del nucleo, encontramos que la
laforina entra al nucleo utilizando en parte la via clasica mediada por las
importinas o/f3 (empleando una NLS no identificada todavia) y que sale
mediante la via dependiente de CRM1, posiblemente a través del
reconocimiento de la NES-1 encontrada en el estudio “in silico” de la
laforina. Estos resultados obtenidos del estudio del transporte de la laforina
a través del poro nuclear nos permiten explicar los resultados
anteriormente obtenidos, tanto los que indican que la laforina se transporta
al nucleo en ausencia de glucosa en el medio, como en los que ese transporte
se revierte al adicionar de nuevo glucosa a las células. Por tanto, en ciertas
condiciones, la malina y la laforina colocalizan en el nucleo, lo que puede ser
relevante para la patogénesis de LD. Ademads, creemos que esto resulta
especialmente interesante para comenzar a abordar el estudio de las
posibles funciones de la laforina y de la malina en el ntcleo, particularmente
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porque, hasta ahora, la mayoria de estudios se han centrado en las posibles
funciones de ambas proteinas en el citoplasma. En cuanto a las vias
utilizadas por la laforina para entrar y salir del nucleo, si se pusiera de
manifiesto la relevancia de la funcién nuclear del complejo laforina-malina
para la patogenia de LD, podria considerarse su uso con fines terapéuticos
para regular la entrada o salida de la laforina segun se precisara.

4. Experimentos para tratar de identificar posibles funciones
de la laforina, sobre todo en relaciéon con su localizacion
nuclear junto a la malina
4.1. Identificacion de proteinas que interaccionan con la laforina
Una vez determinada la localizacion de la laforina y la malina,
tratamos de identificar proteinas con las que interacciona la laforina.
Aprovechando este estudio, en primer lugar, confirmamos que la laforina y
la malina interaccionan efectivamente entre ellas, como ya se ha descrito
que ocurre [61, 69, 70]. Para eso, se coexpresaron en células HEK293T la
laforina, la malina o la GFP conjugadas con FLAG o con HA en las
combinaciones que se muestran en la figura 47. La coexpresion de la
laforina o de la malina con GFP se incluyé como control negativo de la
interaccidn. Posteriormente se llevé a cabo la lisis celular y la incubacion de
los extractos preclarificados con una resina unida a anti-FLAG, tal y como se
detalla en el Material y Métodos. Una parte del eluido de las diferentes
muestras se analiz6 por Western-blot utilizando un anticuerpo anti-FLAG.

Como se observa en la figura 47A, correspondiente a una parte de
los eluidos obtenidos a partir de la resina unida a anti-FLAG, en las calles 1y
2 observamos una banda del mismo tamafio que corresponde a la proteina
GFP conjugada con FLAG. En la calle 3 aparece una banda de mayor tamafo
que corresponde a la malina conjugada con FLAG y en la calle 4 aparece otra
banda que corresponde a la laforina conjugada con FLAG. Este resultado
obtenido de las muestras eluidas de la resina anti-FLAG nos indica que la
precipitacion de las proteinas conjugadas con FLAG se ha realizado
correctamente con esa resina.
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Posteriormente, los eluidos restantes se volvieron a incubar, en este
caso, con una resina unida a anti-HA. Al igual que con la resina unida a anti-
FLAG, tras la elucién de las proteinas unidas a la resina anti-HA, éstas se
analizaron por Western-blot utilizando ahora un anticuerpo anti-HA. En la
figura 47B, correspondiente a los eluidos de la resina unida a anti-HA, no
observamos ninguna banda en las calles 1 y 2, que corresponderian a la HA-
laforina y a la HA-malina respectivamente, indicando que, tal como
esperabamos, ni la laforina ni la malina interaccionan con la proteina GFP y
que estas proteinas se perdieron al no quedar retenidas en la resina unida a
anti-FLAG. Sin embargo, si observamos una banda correspondiente a
HA-laforina (ademas de otra banda bastante clara por encima de ésta) en la
calle 3 y otra que corresponde a la HA-malina en la calle 4. Esto indica que la
laforina y la malina se encuentran unidas entre si y que cuando eluimos una
de ellas en la resina unida a anti-FLAG la otra, conjugada con HA, también se
eluye unida a ella. Estos resultados son compatibles con la existencia de una
interaccion entre la laforina y la malina, tal y como se habia sugerido ya por
otros [61, 69, 70].
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Figura 47. Interacciéon de la laforina con la malina. Las células HEK293T se
transfectaron de forma transitoria con cuatro combinaciones de proteinas:
1) FLAG-GFP/HA-laforina, 2) FLAG-GFP/HA-malina, 3) FLAG-malina/HA-laforina y 4)
FLAG-laforina/HA-malina. Después, las células se lisaron y se incubaron con una resina
de agarosa unida a anti-FLAG previamente bloqueada como se ha descrito en el
Material y Métodos. Tras varios lavados, las proteinas unidas se eluyeron utilizando un
exceso del péptido FLAG. Un 30% del volumen de los eluidos se analiz6 por
Western-blot utilizando anticuerpo anti-FLAG (A). El 70 % restante de los eluidos se
incubd con una resina conjugada con anticuerpo anti-HA previamente bloqueada. Tras
varios lavados, las proteinas unidas a la resina anti-HA se eluyeron utilizando un
exceso del péptido HA y los eluidos resultantes se analizaron por Western-blot
utilizando un anticuerpo anti-HA (B).
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Una vez comprobado que la laforina y la malina interaccionan entre
si y que la metodologia utilizada nos permite precipitar estas proteinas, nos
centramos en identificar otras que interaccionan con la laforina. Para
abordar este estudio, combinamos una precipitacion de la laforina
conjugada con FLAG con un andlisis prote6mico del eluido obtenido. Asi, se
transfectaron transitoriamente células HEK293T con laforina o con GFP
conjugadas con FLAG y se llevo a cabo una incubacidn y precipitacion con la
resina unida a anti-FLAG, tal y como se ha comentado en el apartado
anterior. El eluido de la resina anti-FLAG se reparti6 y analizé en dos geles
SDS-PAGE, de 10 y 20 % de poliacrilamida respectivamente, para facilitar la
separacion de las proteinas de diferentes pesos moleculares coprecipitadas
con la laforina (ver Material y Métodos). Los geles resueltos se tifieron con
plata y se seleccionaron las bandas de proteinas diferenciales de la elucion
de FLAG-laforina respecto a las del control FLAG-GFP. Las bandas aisladas
se analizaron mediante cromatografia liquida para separar los diferentes
péptidos y analizarlos por espectrometria de masas (LC/MS). Esto se hizo en
la Seccién de Protedémica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion
Experimental (SCSIE) de la Universitat de Valencia. Utilizando el programa
ProteinPilot™ y la base de datos ExPasy se identificaron las proteinas
correspondientes a los péptidos obtenidos. La siguiente tabla muestra las
proteinas mayoritarias identificadas que interaccionan con la laforina.

Tabla 4. Listado de proteinas identificadas que interaccionan con la laforina.

Grupo Proteina Locallz'a\cu?n Gen Funcion
mayoritaria

Proteina ribosomal 40S S14 RPS14
Proteina ribosomal 40S S18 RPS18

'kP)rotelnals Proteina ribosomal 40S S2 RPS2

rivosomales Citool Traduccién de
Proteina ribosomal 40S SA itoplasma RPSA proteinas
Proteina ribosomal 60S L10 RPL10

Factores. fie Factores de elongacién EEF1A1

elongacién la-1, la-2y 1la-3
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Localizacion

Grupo Proteina . Gen Funcion
mayoritaria
Enzima . . . Respuesta
. Peroxirredoxina-4 Citoplasma PRDX4 .
antioxidante antioxidante
Proteina 14 de unién a RNA RBM14
Proteinas de Proteina de u_m.on a octameros NONO
unién a RNA y con dominio non-POU
DNA Matrin-3 MATR3
F “" I' H 7 .
actor d.e splicing rICO en SFPQ
prolina y glutamina
Proteina WDR33 de
procesamiento del extremo WDR33
3’del pre-mRNA
Subunidad 2 del
factor de especificidad de corte CPSF2
y poliadenilacién Regulacion de la
Proteinas de Subunidad 4 del il transcripcion y
unién a RNA | factor de especificidad de corte Nucleo CPSF4 [ procesamiento del
y poliadenilacién mRNA
Subunidad 3 del
factor de especificidad de corte CPSF3
y poliadenilacién
Proteina 82 con repeticiones
WDR82
WD 8
Arginina N-metiltransferasa 5 PRMT5
Ribonucleoproteina nuclear
Proteinas pequeﬁa Sm D3 SNRPD3
reguladoras y del
“espliceosoma” [Subunidad del metilosoma pICIn CLNS1A
Rlbonucleoproteima nuclear SNRPB
pequefia
Importina a2 KPNA2
Importina B1 . KPNB1 Transporte de
. . Citoplasma , 3
Carioferinas nicleo proteinas a través
Importina 5 y IPO5 del poro nuclear
Exportina 1 XPO1
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La mayoria de proteinas identificadas corresponden a proteinas
ribosomales y relacionadas con la regulacién de la transcripcién y el
procesamiento de mRNAs. Podemos destacar en este listado Ia
identificaciéon de la peroxirredoxina-4, ya que se trata de una enzima
antioxidante involucrada en la regulacién redox de la célula y que,
posiblemente, guardaria relacién directa con el mayor estrés oxidativo que
observamos en las células de los pacientes con LD [287]. Ademas, se
identificaron varias carioferinas relacionadas con el transporte de proteinas
a través del poro nuclear, tanto con la entrada, la importina o2, la importina
B1 y la importina 5, como con la salida al nucleo, la exportina 1. Esto esta en
consonancia con nuestros anteriores resultados que indicaban que la
laforina emplea para su entrada al nucleo la via clasica mediada por
importinas o/ y para su salida la via dependiente de la exportina 1. Por
otra parte, la interacciéon de la laforina con proteinas nucleares nos sugiere
alguna funcién de la laforina en el nucleo relacionada con la regulacion
transcripcional y el procesamiento de mRNAs. En cuanto a los factores de
elongacidn y las proteinas ribosomales identificadas, puesto que la laforina
puede encontrarse en el nucleo y en el citoplasma, pensamos en la
posibilidad de que tuviera alguna funcién en la expresion de determinadas
proteinas. Por ello, analizamos su posible localizacion en tres componentes
celulares que contienen proteinas ribosomales: polisomas, granulos de
estrés y cuerpos P.

4.1.1. Identificacion de la laforina en una fraccion enriquecida en
polisomas

Un polisoma consiste en un conjunto de ribosomas asociados a una
molécula de mRNA realizando la traduccion simultanea y ordenada de una
misma proteina. Se conoce que los iones metalicos, especialmente el Mg+,
contribuyen a la estabilidad estructural de las subunidades ribosomales y
que la asociaciéon de las subunidades pequena y grande para formar el
ribosoma presenta una gran dependencia de este cation [333-335]. En este
sentido, la adicion a los polisomas de un quelante como el EDTA que
secuestre el Mg?+, causara la disociacidn de las subunidades ribosomales y la
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liberacion del mRNA [336]. Alternativamente, los polisomas pueden
también disociarse tratdndolos con una ribonucleasa que digiera el mRNA.

Para determinar si la laforina se encuentra efectivamente asociada a
polisomas, llevamos a cabo el aislamiento de una fraccién enriquecida en
éstos a partir de fibroblastos humanos mediante centrifugaciéon diferencial
en un gradiente discontinuo de sacarosa [277]. Tras la homogeneizacion de
las células y la obtencion de una fraccién enriquecida en nucleos, S1,
(1.000 g, 5min) y de un sedimento, S2, obtenido tras centrifugar el
sobrenadante de la centrifugacién anterior a 10.000 g durante 10 min, el
sobrenadante resultante de esta ultima centrifugacién se traté o no con
EDTA o con RNasa A. Las muestras resultantes se situaron encima de un
gradiente discontinuo de sacarosa como se ha descrito en el Material y
Métodos. Tras la centrifugacion del gradiente, las ocho fracciones obtenidas,
el sedimento enriquecido en polisomas y los sedimentos obtenidos
previamente, se analizaron por Western-blot con un anticuerpo que detecta
a la laforina y, como referencia, otro que detecta a la proteina S3 de la
subunidad pequefia o 40S del ribosoma (RPS3).

En la figura 48A observamos que la laforina se encuentra presente tanto
en la fraccion enriquecida en polisomas, donde también se detecta como
cabia esperar RPS3, como en diferentes fracciones celulares. Al tratar el
sobrenadante de la centrifugacion a 10.000 g durante 10 min con EDTA para
disociar los polisomas (Fig. 48B), el marcador ribosomal desaparece de la
fraccion enriquecida en polisomas mientras que la laforina permanece en
ella. Por tanto, la laforina se encuentra presente en la fracciéon enriquecida
en polisomas pero no forma parte de éstos. Un resultado semejante se
obtuvo tratando los polisomas con RNasa en lugar de EDTA (datos no
mostrados).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A

H S1 S2 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 Polisomas

Laforina >
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B +EDTA

H S1 S2 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 Polisomas
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Figura 48. Analisis mediante Western-blot de diferentes fracciones subcelulares
obtenidas por centrifugacion diferencial y en gradiente. Los fibroblastos humanos
se preincubaron con CHX (100 pg/ml) y se homogeneizaron (H) para aislar un primer
sedimento enriquecido en ntcleos, S1 (1.000 g, 5 min) y un segundo sedimento, S2
(10.000 g, 10 min). El sobrenadante resultante se trat6 (B) o no (A) con EDTA (15 mM
durante 15 min a 4 °C) y se centrifugd en un gradiente discontinuo de sacarosa. Las
fracciones, F1 a F8, y el sedimento enriquecido en polisomas resultantes, junto al
homogenado, H, y los sedimentos obtenidos tras las dos centrifugaciones sucesivas, S1
y S2, se analizaron mediante Western-blot con anticuerpos que reconocen a la laforina
y a la proteina S3 de la subunidad pequefia del ribosoma (RPS3). Se muestran dos
Western-blots representativos de cuatro experimentos independientes.

4.1.2. Colocalizacion de la laforina y la malina con granulos de estrés y
cuerpos P

El transporte intracelular, el procesamiento y la estabilidad de los
mRNAs son importantes en la fisiologia de la célula y, se piensa que,
defectos en estos procesos contribuyen a la patogénesis en diferentes
trastornos neurodegenerativos [337]. Los granulos de estrés son agregados
citoplasmaticos donde se almacenan determinados mRNAs en situaciones
de estrés para su posterior uso cuando reviertan esas situaciones [338,
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339]. Los cuerpos P también contienen mRNAs que, en muchos casos pero
no siempre, son degradados por ser innecesarios o defectuosos. Tanto los
cuerpos P como los granulos de estrés son estructuras dindamicas y
transitorias, que comparten algunos componentes pero no otros, que
resultan inducidas sobre todo bajo ciertas condiciones desfavorables o de
estrés, y que se encuentran espacial y funcionalmente conectadas entre si y
con polisomas [340]. Los granulos de estrés contienen como componentes
centrales mRNA, subunidades pequenas ribosomales, factores de iniciaciéon
traduccionales (elF3, elF4E, elF4G) y la proteina PABP. En cambio, los
cuerpos P son lugares relacionados sobre todo con el “decapping” de los
mRNAs y con su degradaciéon [341]. De modo que cuando las condiciones
vuelven a ser favorables o se precisa de estos transcritos de mRNA, son
liberados para poder ser traducidos. Si alguno de los mRNAs queda dafiado
o0 ya no resulta util, se lleva a los cuerpos P donde serd degradado. También
se ha sugerido que el empaquetar estos mRNAs citosdlicos en los agregados
podria tratarse de un mecanismo de regulacién de la expresiéon génica
mediante el que se conseguiria retrasar la traduccién de transcritos
especificos, permitiendo asi dirigir el momento de la traduccién de un
determinado mRNA [342].

Tras observar que la laforina no se encontraba presente en
polisomas, investigamos si pudiera estar presente en otras estructuras
asociadas a ribosomas como son los granulos de estrés y los cuerpos P. Para
ello, células COS-7 que sobrexpresaban transitoriamente la laforina o la
malina conjugadas con FLAG, se trataron o no con arsenito durante 30 min
para inducir la formacién de estas estructuras [343, 344]. Posteriormente,
las células se analizaron por inmunofluorescencia. Para estudiar la
colocalizacidn de la laforina y la malina con los granulos de estrés y cuerpos
P, utilizamos marcadores especificos de éstos. Asi, tanto la proteina de union
a la cola poli A de los mRNA (PABP) como el factor de iniciaci6n
traduccional elF4E se localizan en los granulos de estrés, mientras que la
proteina activadora del “decapping” del mRNA 4 (EDC4) es un componente
esencial de los cuerpos P.
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Como se observa en la figura 49, tanto la malina como la laforina
colocalizan con EDC4, un marcador de cuerpos P y esta colocalizacién es
mayor en las células tratadas con arsenito, que incrementa la cantidad de
estas estructuras [344].
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Figura 49. Colocalizacion de la laforina y la malina con un marcador de cuerpos P
(EDC4). Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con plasmidos que expresan
laforina (a y b) o malina (c y d) conjugadas con FLAG. Transcurridas 48 h, las células se
trataron (+ arsenito, b y d) o no (- arsenito, a y ) con arsenito 0,5 mM durante 30 min.
Las células se analizaron mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo que
reconoce una proteina marcadora de cuerpos P (EDC4) y que marca estas estructuras
en rojo (a-d, imagenes de la segunda columna) y uno frente a FLAG que marca la
laforina (a y b) y la malina (c y d) en verde (imagenes de la primera columna). En la
ultima columna (Combinacién) se muestra la combinacién de las dos primeras
columnas. Se muestran imagenes representativas adquiridas mediante un microscopio
confocal. Barra: 20 pm.
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Ademas, en la figura 50 observamos que tanto la laforina como la
malina colocalizan también con el marcador de granulos de estrés PABP en
las células tratadas con arsenito. La formacién de granulos de estrés se
induce por el tratamiento con arsenito y en las células sin tratamiento rara
vez se observan granulos de estrés. Resultados similares se obtuvieron
utilizando como marcador de granulos de estrés elF4E (imagenes no

mostradas).

FLAG PABP Combinacién

- arsenito

FLAG-laforina

+ arsenito

- arsenito

FLAG-malina

+ arsenito

Figura 50. Colocalizacién de la laforina y la malina con un marcador de granulos
de estrés (PABP). Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con plasmidos que
expresan laforina (ay b) o malina (¢ y d) conjugadas con FLAG. Transcurridas 48 h, las
células se trataron (+ arsenito, b y d) o no (- arsenito, a y ¢) con arsenito 0,5 mM
durante 30 min. Las células se analizaron mediante inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo que reconoce una proteina marcadora de granulos de estrés (PABP) en rojo
(a-d, imagenes de la segunda columna) y otro frente a FLAG que marca la laforina (a 'y
b) y la malina (c y d) en verde (imagenes de la primera columna). En la dltima columna
(Combinacién) se muestra la combinacién de las dos primeras columnas. Las imagenes
fueron adquiridas mediante un microscopio confocal. Barra: 20 um.
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El hecho de que la laforina y la malina se encuentren presentes tanto
en granulos de estrés como en cuerpos P, junto con el hecho de que
determinadas proteinas ribosomales y factores de elongaciéon interaccionan
con la laforina (ver tabla 4), nos sugiere que la laforina y la malina podrian
tener algin papel en la regulacién de la traduccion de mRNAs. Ademas,
otros autores ya han sugerido que la malina podria regular el reclutamiento
de una proteina activadora del “decapping” del mRNA (Dcp1) en los cuerpos
P [345], apoyando esta posible funcién y siendo asi posible que defectos en
el procesamiento de determinados mRNAs sean relevantes en la
patogénesis de LD.

4.2. Posibles funciones de la laforina en el nicleo

El hecho de que la laforina responda a cambios de glucosa en el
medio y se transporte al ndcleo en su ausencia sugiere también un papel de
la laforina como sensor de los niveles de glucosa celular, pudiendo actuar en
el nucleo como un factor transcripcional de una serie de genes,
probablemente relacionados con el metabolismo del gluc6geno o con la
autofagia [325].

Es sabido que las proteinas con una funcién reguladora, en
particular los factores de transcripcion, suelen ser degradadas muy
rapidamente, mientras que la gran mayoria de las proteinas relacionadas
con la estructura de la célula o con su metabolismo, excluyendo las que
ocupan pasos limitantes en las vias metabolicas, son mas estables [346]. La
forma habitual de expresar la velocidad con que se degrada una proteina es
en términos de vida media, que es el tiempo requerido para que una
cantidad determinada (de proteina en nuestro caso) se reduzca a la mitad.
Los factores de transcripcién suelen tener vidas medias cortas,
generalmente de unas pocas horas. Por tanto, una aproximacion
relativamente sencilla para obtener mas datos que apoyasen un posible
papel de la laforina como regulador transcripcional era determinar su vida
media en diferentes tipos celulares.
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La vida media de una proteina puede medirse de varias maneras.
Los dos métodos mas habituales [347] son el andlisis de pulso y caza y el
bloqueo de las sintesis proteica con cicloheximida. Aqui empleamos CHX
(Fig. 51), que actua interfiriendo la actividad peptidil transferasa del
ribosoma 60S, bloqueando asi la elongacién traduccional. Concretamente,
tratamos las células con CHX con el fin de inhibir la sintesis proteica y, por
tanto, observar la degradacion mediante la determinacion densitométrica
de sus niveles tras diferentes tiempos de incubacion con la CHX.

Como se observa en la figura 51A y B, la vida media de la laforina
(calculada por los métodos que se describen extensamente en [183]) varia
entre los diferentes tipos celulares. Ademas, en conjunto, no parece
especialmente corta, comparandola por ejemplo con la de la ciclina D1, que
tiene una vida media de una hora o menos [348]. Por el contrario,
considerando el resultado obtenido en las diferentes lineas celulares y las
vidas medias promedio del conjunto de proteinas en cultivos celulares
(como fibroblastos, por ejemplo, ver [183]) parece que se trata de una

proteina con una vida media mas bien larga.
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Figura 51. Vida media de la laforina. Se incubaron células SH-SY5Y (A) o células
HeLa (B) en medio completo y se trataron con CHX 100 pg/ml. A los tiempos indicados
(0 a 31 h) se recogieron las células de cada placa, se prepararon extractos y se
analizaron mediante Western-blot utilizando anticuerpos anti-laforina, anti-p62,
anti-ciclina D1 y anti-tubulina. Las bandas correspondientes se cuantificaron por
densitometria y los valores obtenidos se ajustaron por regresion lineal a una recta. Se
determind la pendiente de esa recta (kq) y, a partir de ella, la vida media (t1/2=In2/kq)
como se describe en [183]. En la figura se muestran Western-blots representativos de
tres experimentos independientes para cada linea celular. A efectos comparativos se
utilizaron la ciclina D1 y la proteina p62, con vidas medias en el rango de alrededor de
1y 10 h, respectivamente.

Otra posibilidad que consideramos fue que la laforina se dirigiera al
nucleo en ausencia de glucosa para degradarse. Esta posibilidad vendria
avalada por la localizacién mayoritariamente nuclear de la malina y porque
se ha sugerido que la ubicuitinacién y la degradacién de la laforina por
proteasomas es dependiente de malina [57]. Ademads, determinados autores
han indicado que los niveles de la laforina disminuyen en ausencia de
glucosa en el medio [349]. Sin embargo, en ausencia de glucosa y tanto en
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fibroblastos humanos control como en células HeLa, nosotros observamos
un aumento significativo de aproximadamente un 30 % en la expresion
génica de la laforina pero no de la malina, con respecto a los valores
obtenidos en presencia de glucosa (Fig. 52). Esto podria deberse a un
intento de compensar una posible degradaciéon aumentada de la laforina en

ausencia de glucosa.
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Figura 52. Anadlisis cuantitativo de la expresion de la laforina y la malina en
presencia o no de glucosa. Fibroblastos humanos control (A y B) y células HeLa (Cy
D), se incubaron en medio completo en presencia (+glucosa) o no (-glucosa) de glucosa
25 mM durante 8 h. Posteriormente, se llev6 a cabo la lisis celular y extracciéon del RNA
total de las células, tal y como se indica en el Material y Métodos. Los RNAs se copiaron
a cDNAs y se analizaron mediante una PCR cuantitativa utilizando sondas TagMan
especificas para laforina, malina y GAPDH, esta ultima como control. Los niveles de
mRNA de la laforina (A y C) y la malina (B y D) se relativizaron con respecto a los
obtenidos para GAPDH. Los valores que se muestran correspondientes a los
fibroblastos humanos, proceden de la media de tres lineas de fibroblastos humanos
control diferentes. Se muestran las medias + SD de dos experimentos independientes
con 9 réplicas para cada muestra y experimento (***P<0,0001).
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Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la vida
media de la laforina para un mismo tipo celular en presencia o no de glucosa
(Fig. 53). Estos experimentos sobre la vida media de la laforina en presencia
o ausencia de glucosa los hemos repetido varias veces en diferentes lineas
celulares sin encontrar diferencias (datos no mostrados). Por tanto, estos
resultados no parecen ser compatibles con la posibilidad de que en ausencia
de glucosa la laforina vaya al nucleo para degradarse.
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Figura 53. Vida media de la laforina en presencia o no de glucosa. Se incubaron
fibroblastos humanos en medio completo con (A) o sin (B) glucosa 25mM y se trataron
con CHX 100 pg/ml. A los tiempos indicados (0 a 31 h) se recogieron las células de cada
placa, se prepararon extractos y se analizaron mediante Western-blot utilizando
anticuerpos anti-laforina, anti-p62 y anti-tubulina. Las bandas correspondientes se
cuantificaron por densitometria, los valores obtenidos se ajustaron por regresién lineal
a una recta y se determiné la vida media de la laforina como se ha descrito en la
figura51. En la figura se muestran Western-blots representativos de tres
experimentos independientes.
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En resumen, la laforina parece dirigirse al nicleo a cumplir,
probablemente junto con la malina, una determinada funciéon. Aunque la
vida media de la laforina no parece particularmente corta ni se modifica por
la glucosa lo que no parece muy compatible con ser un tipico factor de
transcripcion, si podria tener otras funciones correspondientes a proteinas
mas estables como las de una proteina adaptadora en la activaciéon de la
transcripcion de determinados genes, por ejemplo los relacionados con la
autofagia [75, 93, 95, 325] o con el metabolismo del glucégeno [61, 74, 79].
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CONCLUSIONES FINALES






Conclusiones finales:

Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo han sido:

e La degradacion especifica por macroautofagia de mitocondrias dafiadas
(mitofagia) es defectuosa en fibroblastos humanos procedentes de
pacientes con enfermedad de Lafora y deficientes en laforina o en malina.
Como en esas mismas células también se observa una disminucion,
respecto a los correspondientes controles, en la actividad de calpainas,
parece que en la enfermedad de Lafora se produce un defecto general en

mecanismos de degradacion intracelular de proteinas.

 La endocitosis mediada por receptor y, especialmente, la de fase fluida se
encuentran también reducidas en fibroblastos procedentes de pacientes
con enfermedad de Lafora y en fibroblastos embrionarios de ratén

deficientes en malina o en laforina.

e La malina se localiza mayoritariamente en el nucleo y la laforina en el
citosol en diferentes lineas celulares incubadas en condiciones basales. Sin
embargo, en ausencia de glucosa, una parte importante de la laforina, pero
no de la malina que esencialmente permanece donde estaba, cambia su
localizacion y se dirige al nucleo. Este cambio es reversible cuando se

repone la glucosa del medio.

e La laforina emplea para su entrada al ntcleo en ausencia de glucosa, al
menos en parte, la via cldsica mediada por las importinas a/f3 y para su
salida la via dependiente de CRM1. En relacién con esta ultima, se ha
identificado en la laforina una sefial de exportacién del ndcleo (NES) que

es funcional.
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e Se han identificado en células HEK293T diversas proteinas, nucleares y
citoplasmaticas, que interaccionan con la laforina. En el nucleo, y puesto
que la laforina no parece degradarse mas rapidamente en ausencia de
glucosa, esta proteina, junto a la malina, podria desempefiar alguna
funcion relacionada con la regulacién de la transcripcion y el procesado de
algunos RNAs mensajeros. Ademas, la colocalizaciéon por microscopia de
fluorescencia de laforina y malina con marcadores de cuerpos P y de
granulos de estrés es compatible con su participacién en la estabilidad de

esos RNAs mensajeros.
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