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Resum

La malaltia de Parkinson (PD) és un trastorn motriu de tipus neurodegeneratiu caracteritzat per
la mort de les neurones dopaminergiques de la substancia nigra pars compacta com a
conseqiiencia de I’augment de I’estres oxidatiu, la disfuncio mitocondrial i la fallada energetica.
En els darrers anys s’han identificat diverses formes de parkinsonisme familiar causades per
mutacions en gens concrets, com DJ-1. Pel que fa als tractaments actuals, aquests no aturen la
neurodegeneracio, de manera que és necessari un canvi de paradigma cap a la identificacié de
nous composts amb efecte neuroprotector. Estudis recents han demostrat com 1’augment de la
taxa glicolitica podria constituir un mecanisme en aquesta neuroproteccié. En aquest context
s’han identificat composts potencialment terapeutics per a la PD en un rastreig quimic dut a
terme amb un model de Drosophila basat en la deficiéncia de DJ-14. Amb I’objectiu de validar
aquests composts en relacid a la glicolisi, s’ha provat el seu efecte sobre I’activitat catalitica
dels enzims enolasa, hexoquinasa, fosfofructoquinasa i piruvat-quinasa en cel-lules humanes
deficients en el gen DJ-1. Els nostres resultats mostren com els composts s6n capacos de
modular el metabolisme de la glucosa pel que podrien constituir en el futur possibles farmacs

pel tractament de la PD.

Paraules clau: malaltia de Parkinson, DJ-1, composts terapeutics, metabolisme de la glucosa,

enzims glicolitics.

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a motor-type neurodegenerative disorder characterized by the death
of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta as a consequence of oxidative
stress, mitochondrial dysfunction and energy failure. In recent years, several rare familial PD
forms caused by mutation in specific genes such DJ-1 have been identified. Concerning current
treatments, these are not able to stop neurodegeneration, so it is necessary to change the
paradigm towards the identification of new compounds with neuroprotective effect. Recent
studies have shown that the increase in the glycolytic rate could be a mechanism involved in
neuroprotection. In this context, potentially therapeutic compounds for PD have been identified
in a chemical screening carried out with a Drosophila model based on the deficiency of DJ-1p.
In order to validate these compounds in relation to glycolysis, we have analysed their effect on
the catalytic activity of enolase, hexokinase, phosphofructokinase and pyruvate kinase in



human DJ-1-deficient cells. Our results show that the compounds are capable of modulating
the glucose metabolism so they could possibly become drugs for the treatment of PD in the

future.

Key words: Parkinson’s disease, DJ-1, therapeutic compounds, glucose metabolism, glycolytic

enzymes.
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Introduccio

La malaltia de Parkinson (PD) és un trastorn motriu de tipus neurodegeneratiu que afecta al
sistema nervios central de forma cronica i progressiva (1). Constitueix la segona patologia
neurodegenerativa més freqiient a nivell mundial rere la malaltia d’Alzheimer; als paisos
industrialitzats, la seva prevalenca en la poblacio total és del 0,3% i al voltant d’un 1% en
persones majors de 60 anys (2). Es caracteritza tant per signes motors extrapiramidals com per
simptomes no-motors associats a la degeneracié de les neurones dopaminérgiques en la
substancia nigra pars compacta (SNpc) amb deposicié de cossos de Lewy, uns agregats proteics
toxics composats majoritariament per 1’a-sinucleina. Classicament els pacients desenvolupen
tremolors en repos, bradicinésia, rigidesa muscular i inestabilitat postural. La PD també es pot
veure associada amb un ample espectre de desordres neuropsiquiatrics que inclouen el
deteriorament cognitiu i la deméncia (1,3). Tot i que els mecanismes etiopatoldgics romanen
en gran part desconeguts, actualment és ampliament acceptat que 1’augment d’estrés oxidatiu
junt la disfuncié mitocondrial es troben implicats en la mort de les neurones dopaminérgiques
de la SNpc, les quals podrien ser especialment vulnerables a causa dels seus elevats requisits
bioenergétics (4).

La majoria dels casos de la PD son esporadics i emergeixen d’una combinacid de factors de risc
ambientals i genetics. No obstant aix0, en la darrera década s’han identificat diverses formes
familiars rares de parkinsonisme que es transmeten segons un patrd d’heréncia mendelia i
representen un 5-10% del total de casos. Des de la identificacio al 1997 de la primera mutacié
en el gen SNCA causant d’una forma autosomica dominant de la malaltia (5), s’han descrit fins
27 loci diferents (6—7). Un d’aquests correspon al gen DJ-1(8), el qual va ser descrit inicialment
com un oncogen involucrat en la via de transduccié del senyal dependent de Ras (9). Codifica
per una petita proteina de 189 aminoacids que s’expressa de forma ubiqua en els teixits humans,
incloent el sistema nervids central. DJ-1 presenta una funcid pleiotropica que compren la
neutralitzacio d’especies reactives d’oxigen (ROS) alhora que actua com un sensor d’estres
oxidatiu capa¢ d’iniciar una resposta incrementant 1’expressio i activitat d’elements implicats
en les defenses antioxidants cel-lulars. Per a aixo, I’estructura molecular de la proteina juga un
paper fonamental; en humans, presenta 3 residus de cisteina altament conservats formant part
del seu lloc actiu: Cys-46, Cys-53 i Cys-106. Cys-106 s’oxida sequiencialment des de la forma
reduida (-SH) a la sulfonada (-SOH), sulfinada (-SO2H) i sulfonica (-SOsH). El grau d’oxidacio
del residu determina I’activitat de DJ-1; mentre que la forma activa és la sulfinada, la

sobreoxidacié del residu causa la pérdua de funcié de la proteina (10,11). En cervells de
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pacients amb Parkinson idiopatic s’ha demostrat com la ratio dels nivells de la molécula
oxidada/sobreoxidada es troba significativament disminuida, fet que suggereix que la
inactivacié de la proteina DJ-1 podria tindre un paper en els casos esporadics més rellevant de
I’esperat (12). A més de la neuroproteccid, DJ-1 presenta activitat xaperona, proteasa i
glioxilasa; és un factor de transcripcid, una proteina d’unié al RNA i un regulador de la funcid
mitocondrial i 1’autofagia (10). La perdua de funci6 del gen DJ-1 es troba relacionada amb
I’augment dels nivells de ROS i la disfuncid6 mitocondrial (alteracié de la respiracid
mitocondrial, reduccid del potencial de membrana i modificacié de I’estructura de 1’organul)
(13).

La bioenergetica cel-lular i el metabolisme central del carboni es troben intimament relacionats
i la pertorbaci6 d’aquest ultim també sembla ser un tret comu entre els pacients de la PD, tant
entre els casos familiars com en els esporadics (14). En relacié a DJ-1, s’ha vist com fibroblasts
embrionaris de ratoli knockout per al gen mostren una major taxa glicolitica que els fibroblasts
wild type (15). En un model de Drosophila melanogaster de la PD basat en la mutacio el gen
DJ-1p, ortoleg del DJ-1 huma que millor reprodueix les caracteristiques fisiopatologiques de la
malaltia (16), s’han trobat resultats similars. Un estudi previ de proteomica redox dut a terme
en el nostre grup d’investigacié ha permés detectar proteines- més concretament 1’enolasa
(ENO) i la fosfofructoquinasa (PFK), dos enzims implicats en el metabolisme de la glucosa-
que es troben més carbonilades en mosques model. El nivell de carbonilaci6 de les proteines és
un indicador d’estres oxidatiu cel-lular. Aquest tipus de modificacié proteica €s irreversible 1
pot conduir en major 0 menor mesura a 1’alteraci6 de la funci6 biologica. L’analisi de I’activitat
enzimatica de I’ENO i la PFK junt als altres dos enzims clau en la regulacio de la glicolisi-
I’hexoquinasa (HK) i la piruvat-quinasa (PK)- va revelar com D’activitat catalitica es troba
significativament augmentada tant en mosques model com en cel-lules humanes deficients en
DJ-1, la qual cosa suggereix que els canvis en la taxa glicolitica podrien ser rellevants en la
patogenesi de la PD (resultats no publicats). En recolzament a aquesta hipotesi, en els darrers
anys s’ha publicat un creixent nombre d’estudis en models animals i cel-lulars de la PD que
proven com I’estimulacio de la glicolisi pot suposar un mecanisme de compensacio dels greuges
metabolics generats durant el procés de neurodegeneracio; 1’increment pot ajudar al control de
la produccié de ROS, el manteniment del potencial de membrana mitocondrial (¥m) i la

restauracio de la sintesis d’ATP per evitar la mort de les neurones (17-20).



Pel que fa als tractaments farmacologics per a la PD disponibles actualment, sébn composts
pal-liatius dirigits a contrarestar els simptomes motors derivats de la interrupcié en la
transmissio de dopamina en la via nigroestriatal i, per tant, en la deficiéncia d’aquest
neurotransmissor als nuclis caudat i putamen dels ganglis basals. Generalment es basen en
precursors de la dopamina, agonistes dopaminérgics, inhibidors d’enzims catabolitzadors de la
dopamina (monoaminooxidases i catecol o-metiltransferases) i antagonistes dels receptors
glutamatérgics acid N-metil-D-aspartic (NMDA). Aquests farmacs no son adequats per
demorar o aturar el procés degeneratiu. A més, 1’administracio a llarg termini provoca una
disminuci6 de la seua eficacia i ’aparicié de complicacions i efectes secundaris indesitjables
(21). Donada la complexitat de la fisiopatologia de la PD i I’aparicio dels primers signes motors
quan ’estat de degeneracio es troba avangat- generalment 1’alteracid de la motricitat apareix
quan el 80% de les neurones dopaminérgiques ha mort (22)- es requereix un canvi de paradigma
cap a la identificacié de nous composts que actuen sobre diferents dianes al mateix temps,

incloent la neuroprotecci6 (21,23).

Tal i com s’ha esmentat, I’increment de la taxa glicolitica pot ser un dels mecanismes implicats
en la neuroproteccid, per la qual cosa la identificacio de composts amb capacitat moduladora
sobre el metabolisme dels glucids podria suposar I’establiment d’un nou front estratégic per
frenar la neurodegeneracié. En aquest context, un screening quimic a gran escala junt a altre
d’especific duts a terme en el nostre grup d’investigacio amb el model de D. melanogaster ha
detectat una série de composts amb potencial terapeutic per a la PD. Aquests son el
dimetilfumarat, la fentolamina, la meclizina, el zaprinast i 1’acid retinoic. Tots ells milloren la
capacitat d’escalada en mosques, alleujant aixi el fenotip locomotor patologic, i incrementen la
viabilitat de les cel-lules deficients en DJ-1 en cultiu en presencia d’estrés oxidatiu. Amb
I’objectiu de validar aquests composts en relacié a la taxa glicolitica, s’ha dut a terme 1’analisi
del seu efecte en un model cel-lular huma de la PD amb el gen DJ-1 silenciat. Per a aixo s’ha
dut a terme la inducci6 d’estrés oxidatiu amb peroxid d’hidrogen (H202) en aquestes cel-lules
rere la incubacié amb els composts candidats durant 24 hores. Tot seguit, s’ha determinat
I’activitat de les proteines implicades en la regulaci6 del catabolisme dels glicids mencionades

anteriorment mitjancant el monitoreig de la dinamica de diferents assajos enzimatics acoblats.



Materials i metodes

Cultiu cel-lular i tractaments

El model cel-lular per la PD ha consistit en cel-lules humanes de neuroblastoma SH-SY5Y amb
el gen DJ-1silenciat. Aquesta linia cel-lular és una sublinia de la SK-N-SH, la qual es va establir
als anys 70 a partir d’una biopsia de medul-la 0ssia d’un neuroblastoma metastasic infantil (24).
El silenciament de I’expressio del gen DJ-1 ha estat dut a terme préviament al laboratori per
tecniques d’RNA interferent (iRNA). Les cél-lules resultants presenten una reducci6 dels
nivells de proteina DJ-1 en un 91% (25).

Les cél-lules SH-SY5Y van ser cultivades en flascons de 75 cm? amb medi de cultiu Eagle
Modificat de Dulbecco/Mix de Nutrients F12 (DMEM/F-12) suplementat amb un 10% (v/v) de
serum fetal bovi inactivat per calor (FBS), 100 mg/ml de penicil-lina-estreptomicina i 1 mg/ml
de puromicina (antibiotic selectiu per a les cel-lules transfectades), a 37 °C en una atmosfera
amb CO> al 5% fins adquirir una confluéncia del 90%. Tots el materials destinats al cultiu

cel-lular van ser adquirits de Biowest.

En el moment en que s’assoli el 90% de confluéncia, les cel-lules van ser incubades durant 24
hores amb cadascun dels composts candidats (Sigma-Aldrich) o amb DMSO al 0.1% com a
control. Es va emprar DMSO com vehicle de dissoluci6 dels composts de manera que 1’assaig
es va dur a terme a una concentracio de DMSO al 0.1% en ambdds grups experimentals
(tractament/control). Els composts testats han estat els seglents: dimetilfumarat (1 puM),
fentolamina (50 uM), meclizina (50 uM), zaprinast (1 uM) i acid retinoic (20 uM). L’acid
retinoic, la fentolamina i el zaprinast han estat identificats com potencialment terapéeutics en el
rastreig a gran escala realitzat amb 1120 composts pertanyents a la Ilibreria Prestwick. El
dimetilfumarat i la meclizina es van seleccionar en el rastreig especific. Tots s6n composts que
han passat amb seguretat les diferents fases dels assajos clinics i es troben actualment
comercialitzats pel tractament de diverses patologies no relacionades amb la PD. Les
concentracions optimes van ser estimades en un assaig de dosi pilot on es va determinar la
concentracid de compost a la qual la viabilitat cel-lular és maxima en preséncia d’estres

oxidatiu.

Estudis anteriors han demostrat que la viabilitat de cél-lules deficients en DJ-1 sols es veu
afectada sota condicions oxidatives (26), per la qual cosa les cél-lules es van estressar amb H20>

(50 uM) durant 2.5 hores passat el temps d’incubacié amb el compost/DMSO.



Extraccio i quantificacié de proteines

Els extractes proteics es van obtindre a partir de les cel-lules tractades amb compost/DMSO
dels flascons de 75 cm?. Per a aixo, les cél-lules es van tripsinitzar i recuperar amb tampo fosfat
sali (PBS, Biowest) al 1% en aliquotes d’aproximadament 4x10° cél-lules. A continuacio, les
suspensions cel-lulars es van centrifugar durant 5 min a 300 g i s’climina el sobrenedant per
incubar les cél-lules 1 min amb tampo de lisi FT (KCI 600 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7.4). Pel
trencament de les membranes cel-lulars, les suspensions es van sotmetre a 3 cicles successius
de congelacio en nitrogen liquid-descongelacio en gel-vortexat. Els lisats es van centrifugar a
15.000 g durant 10 min a 4°C i els sobrenedants es van reservar per dur a terme la quantificacio
de la concentracié total de proteina mitjancant el kit BCA Protein Assay (Pierce™,
ThermoFisher Scientific) seguint les instruccions del fabricant.

Assajos enzimatics

L’activitat de ’ENO, la PFK, ’HK i la PK va ser calculada a partir de la dinamica de la densitat
Optica fruit de I’oxidacié del B-NADH o la reducci6 del NADP*, depenent de 1’assaig enzimatic
acoblat. La composicid dels tampons de reaccio per a cada enzim aixi com el seu valor de pH,
i la concentracio adequada de substrat i cofactors han estat determinades a partir de la literatura
descrita (27-29) i s’han modificat lleugerament per assegurar 1’activitat enzimatica optima.
Tots els assajos es van realitzar a 37 °C. A més, a fi d’obtindre resultats comparables, la
concentracié proteica dels extractes va ser corregida i igualada entre totes les mostres
biologiques: 15 pg de proteina per als assajos d’ENO, HK 1 PK, 1 40 pg de proteina per a
I’assaig de la PFK. Tant I’esquema de les reaccions enzimatiques acoblades com la composicid

dels tampons es troben descrites en el Material Suplementari.

L’absorbancia es va enregistrar a 340 nm cada 30 segons durant 30 minuts en el lector de
plaques Infinite® 200 PRO (Tecan Trading AG). Préviament, també es van prendre mesures
durant 5 minuts sense algun dels substrats necessaris per encetar les reaccions enzimatiques per
tal d’assegurar que els canvis d’absorbancia observats es deuen al consum de NADH o NADP”,
Tots els assajos enzimatics van ser duts a terme emprant tres répliques biologiques i tres

repliques técniques per a cada grup experimental.



RT-PCR quantitativa (RT-gPCR)

Donat el mecanisme molecular d’acci6 de 1’acid retinoic, es van analitzar els possibles canvis
en I’expressio dels gens diana en cél-lules tractades amb aquest compost en comparacié al
control. Els gens estudiats han estat els segiients: enolasa 1 (ENO1), enolasa 2 (ENO2),
fosfofructoquinasa-P (PFKP), fosfofructoquinasa-M (PFKM), hexoquinasa 1 (HKI) i piruvat-
quinasa (PK).

L’RNA total es va aillar emprant el kit TRItidy G™ (PanReac AppliChem ITW Reagents)
segons les instruccions del fabricant a partir de les cel-lules SH-SY5Y en cultiu al 90% de
confluéncia tractades com s’ha descrit anteriorment. El cDNA es va sintetitzar amb el kit
FIREScript RT cDNA Synthesis MIX (Solis BioDyne). Per Gltim, les reaccions quantitatives de
RT-PCR es van realitzar per triplicat per a cada mostra emprant el termociclador StepOne Plus
(Applied-Biosystems) i el kit HOT FIREPoI® SolisGreen qPCR Mix. La seqiiéncia dels
encebadors emprats es mostra en el Material Suplementari. La seva eficiencia va ser testada
abans de realitzar les reaccions de quantificacio. El nivell d’expressio dels gens diana va ser
normalitzat en relacié al gen de referencia endogen (f-tubulina) i calculat mitjancant el métode

comparatiu 2°44¢T,

Analisi estadistic
Totes les dades es mostren com mitjana + desviacio estandard (SD). Les diferencies entre els
grups experimentals (tractament i control) s’han comprovat aplicant el Test T per a mostres

independents. Les diferéncies s’han considerat significativament estadistiques quan el p-valor
< 0.05.

Resultats i discussio

Com ja s’ha explicat anteriorment, en un assaig de proteomica redox en el model de D.
melanogaster mutant en el gen DJ-1p dut a terme en el nostre laboratori- amb la finalitat inicial
de descobrir biomarcadors per al diagnostic de forma primerenca- es van identificar una série
de proteines més carbonilades en mosques model, algunes d’elles implicades en el metabolisme
de la glucosa (I’ENO 1 la PFK). Donat que la carbonilacio és un tipus de modificaci6 post-
transcripcional que pot alterar la funcié de la proteina, els resultats suggerien que el

metabolisme de la glucosa podria trobar-se pertorbat. Per tal de confirmar aquesta hipotesi es



va analitzar I’activitat catalitica de les proteines implicades en la regulacid de la glicolisi (ENO,
PFK, HK i PK) tant en les mosques mutants en DJ-15 com en els cultius cel-lulars deficients
en DJ-1. Els resultats van mostrar un augment de I’activitat dels enzims glicolitics en els models
amb el gen DJ-1 alterat, cosa que indica que la ruta glicolitica es troba augmentada en alguns

dels seus punts (resultats no publicats).

Fins el moment la plasticitat metabolica no s’ha associat generalment a les neurones, no obstant,
diversos estudis recents desafien aquesta premissa. Per exemple, les cél-lules nervioses in vitro
resistents als agregats B-amiloides- uns cumuls proteics tipics en la malaltia d’Alzheimer
similars als formats per I’ a-sinucleina- mostren una major captacio de la glucosa i un increment
del flux de la via glicolitica, cosa que suggereix que la modulacié del metabolisme central del
carboni pot mitjangar la resisténcia a I’estrés induit pels agregats (17). L’evidéncia insinua que
una major dependéncia de la glicolisi per a la produccio d’ATP provoca una caiguda en el
consum d’oxigen que ajuda al control de la produccié de ROS i prevé la despolaritzacid
mitocondrial, dos fenomens que es troben relacionats amb el desencadenament de la via
apoptotica intrinseca per augment de la permeabilitat de la membrana externa mitocondrial
(MOMP) (30). En altres paraules, 1’efecte Warburg (glicolisi aerobica) podria oferir a les
cel-lules un avantatge en 1’entorn hostil que es dona en els cervells afectats per una malaltia

neurodegenerativa com la PD.

Per comprovar si els composts identificats com potencialment terapéutics sén capacos de
modular la taxa glicolitica, s’ha mesurat el seu efecte sobre I’activitat enzimatica de I’ENO, la
PFK, I’HK i la PK en cultius cel-lulars SH-SY5Y amb el gen DJ-1 silenciat. A continuacio es
mostren i discuteixen els resultats obtinguts per a cadascun d’ells: el dimetilfumarat, la

fentolamina, la meclizina, el zaprinast i 1’acid retinoic.

Efecte del dimetilfumarat
El dimetilfumarat (DMF) és un éster de ’acid fumaric o,B-insaturat. La incubacié de les
cel-lules model amb DMF (1 uM) ha provocat I’increment significatiu de I’activitat dels enzims

PFK i PK respecte les cél-lules no tractades amb compost (Figura 1).
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Figura 1. Representacio de I'activitat enzimatica en cél-lules tractades amb DMF a 1 uM en comparacio
a la de les cél-lules tractades amb la soluci6 control (DMSO al 0.1%). EI DMF augmenta
significativament ’activitat de la PFK i la PK (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001). Les barres

d’error mostren la s.d. de tres répliques biologiques i técniques.

La base molecular del mecanisme d’accié del DMF constitueix encara un objecte de debat. Es
pensa que el DMF junt el monometilfumarat (MMF, producte de la hidrolisi del DMF) poden
modular I’expressi6 de gens antiinflamatoris, antioxidants, citoprotectors i bioenergetics a
través de 1’activacio del factor nuclear 2 relacionat amb el factor eritroide 2 (Nrf2). Malgrat que
actualment els farmacs basats en ésters de 1’acid fumaric s’empren sobretot per la pal-liacio de
la psoriasi, 1‘activacio de la via de senyalitzaciéo mediada pel factor Nrf2 sembla ser també una
de les aproximacions prometedores en el tractament de malalties neurodegeneratives com la
PD (31).

Pel que fa a la glicolisi, I’augment en 1’activitat de la PK en cél-lules tractades amb el compost
es pot explicar assumint el segiient escenari. La desmetilacié del DMF provoca 1I’acumulacio
de fumarat i els metabolits que el succeeixen en el cicle dels acids tricarboxilics (TCA). De fet,
estudis previs han demostrat que en cultius tractats durant 24 hores amb DMF a una
concentracio de 10 uM es detecta un increment d’entre 3-4 vegades en el nivells intracel-lulars
dels metabolits adjacents al fumarat en el TCA (32). Part de I’oxalacetat excedent pot emprar-
se en la sintesi de 2-fosfoenolpiruvat, cosa que explicaria ’increment en 1’activitat de la PK.
D’aquesta manera, el piruvat acumulat pot desviar-se cap a la formacio de lactat i regenerar els

nivells de NAD* per assegurar la continua produccié d’ATP a través de la glicolisi (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la influencia del DMF en les rutes bioquimiques de la glicolisi i el TCA.

D’altra banda, altre estudi ha demostrat com el DMF i el MMF modifiquen covalentment
I’enzim gliceraldehid-3-fosfat-deshidrogenasa (GAPDH) a través d’una reaccid anomenada
succinacio. La GAPDH és el sis¢ enzim en actuar en la via glicolitica i catalitza la formacio d’
1,3-bifosfoglicerat a partir de gliceraldehid-3-fosfat (Figura 3). Pel que fa a la succinacid, és un
tipus de modificacié covalent post-transcripcional de proteines on una molécula de fumarat
reacciona amb un residu de cisteina formant un grup S-2-succinocisteina. Aquesta reaccié pot
alterar significativament la funcionalitat de la proteina. Anteriorment s’ha provat com el DMF
provoca la succinacid de la cisteina 152 (Cys-152) de la GAPDH in vitro i in vivo, la qual cosa
du a la seva inactivacio irreversible (33). L’aturada de la glicolisi provoca 1’acumulacio de
metabolits anteriors al punt de blogueig que poden derivar-se a la ruta dels fosfats de pentosa
(PPP). Les principals funcions d’aquesta ruta d’oxidacio de la glucosa son la formacio i
utilitzacio de ribosa, el subministre de poder reductor (NADPH) necessari per a les reaccions

biosintétiques (per exemple sintesi d’acids grassos i esteroides) i la regeneracio de les reserves
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de glutatio. EI NADPH i el glutatio sén components centrals i indispensables dels sistemes
antioxidants neuronals. Donat el context cel-lular d’estrés oxidatiu en el que es troben les
ceél-lules model deficients en DJ-1, podria ser que la incubacié amb DMF provoqués un
augment en 1’activitat de la PFK, tal i com mostren els resultats, per tal de seguir mantenint el

flux actiu cap a la PPP.
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Figura 3. Esquema de la ruta bioguimica de la glicolisi.

Efecte de la fentolamina
La incubacio de les cel-lules amb la fentolamina a una concentracié de 50 uM ha resultat en
I’augment significatiu de I’activitat de la PFK respecte el control. La resta d’enzims analitzats

mostren un nivell d’activitat equivalent en ambdues condicions experimentals (Figura 4).
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Figura 4. Representaci6 de l'activitat enzimatica en cél-lules tractades amb fentolamina a 50 uM en
comparacio a la de les cél-lules tractades amb la solucié control (DMSO al 0.1%). La fentolamina
augmenta significativament 1’activitat de la PFK (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001). Les barres
d’error mostren la s.d. de tres répliques biologiques i técniques.

Aquests resultats poden explicar-se pel tipus de diana a la qual s’uneix aquest compost. La
fentolamina és un antagonista a-adrenérgic reversible i no selectiu- pot blocar tant els receptors
a1 com op. Els receptors o1 (oi1a, aab 1 01d) €S troben acoblats a proteines Ggo. La unié de
I’adrenalina o la noradrenalina a aquesta classe de receptors estimula 1’efector de la proteina
Gqq, la fosfolipasa C, la qual catalitza la hidrolisi del fosfatidil inositol 4,5-bifosfat (PIP2) en
inositol trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). D’altra banda, els receptors a2 (0t2a, 02b I 02c)
s’acoblen a proteines Giq 1’activacio de les quals produeix la inhibicié de 1’adenilat-ciclasa i,
com a conseqiiéncia, el decrement en la concentracié de fosfat d’adenosina ciclic (AMPc) (34).
La fentolamina modula I’activitat de la PFK a través del bloqueig d’aquests ultims receptors

descrits (35).

En unir-se als receptors adrenergics de tipus az, el compost suprimeix la repressid de 1’accio de
I’adenilat-ciclasa de manera que els nivells d’AMPc augmenten. Aquest fenomen desencadena
la seglient cascada de reaccions: I’AMPc s’uneix als llocs reguladors de la proteina quinasa
dependent d’AMPc (PKA) i indueix 1’exposicié dels seus centres catalitics. Llavors, la PKA
activada fosforila el residu serina 461 (Ser-461) del domini regulador de I’enzim 6-fosfofructo-
2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 (PFKFB3). PFKFB3 fosforilat és actiu i mitjanga la sintesi
de la fructosa-2,6-bifosfat, un activador al-lostéric de la PFK (36). D’aquesta manera es

produeix ’increment en I’activitat de la PFK, com mostren els resultats. En recolzament a
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aquesta hipotesi, I’estudi dels mecanismes que acoblen la inhibicio de la respiracié mitocondrial
i Pactivacid de la glicolisi revelen que existeix una rapida fosforilacié de la proteina quinasa
activada per AMP (AMPK) que, al seu torn, tamb¢ activa la PFKFB3. L’AMPK ¢s un complex
enzimatic que actua com un sensor energetic cel-lular i s’activa en incrementar la ratio
AMP/ATP. Aquesta troballa demostra que la inhibicié de la respiracié produeix una crisi
bioenergetica en la que la concentracié de 5’ AMP format a partir d> AMPc augmenta i estimula
la glicolisi indirectament a través de I’AMPK (37). A més, s’ha demostrat com la senyalitzacio
d’AMPK evita la mort cel-lular de neurones dopaminergiques en models quimics de la PD
induits per la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) o el paraquat, un herbicida
actualment prohibit en la Unié Europea pels seus efectes neurotoxics. Del mateix mode, el seu
paper en la regulacié de la bioenergética mitocondrial podria ser responsable de la proteccio
contra la toxicitat induida per les mutacions en SNCA (a-sinucleina), LRRK2 i Parkin, altres

gens implicats en formes familiars de Parkinson de desenvolupament primerenc (38).

Efecte de la meclizina
La meclizina és un farmac emprat habitualment com agent antihistaminic (és un antagonista
tipus H1 de la histamina). La incubacié de les cél-lules amb meclizina 50 uM durant 24 hores

ha provocat I’augment significatiu de 1’activitat dels enzims PFK i HK (Figura 5).
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Figura 5. Representacié de l'activitat enzimatica en cél-lules tractades amb meclizina a 50 pM en
comparacio a la de les cél-lules tractades amb la solucié control (DMSO al 0.1%). La meclizina
augmenta significativament I’activitat de la PFK i I’HK (*, P < 0.05; **, P < 0.01; *** P < (0.001). Les
barres d’error mostren la s.d. de tres répliques biologiques i técniques.

15



Recentment s’ha comprovat I’efectivitat de la meclizina com agent neuroprotector en models
d’accident cerebrovascular isquémic, en la malaltia de Huntington i en la PD. Aquest efecte
anti-apoptotic sobre les cél-lules nervioses sembla ser directament dependent de 1’augment en
la glicolisi (39). La meclizina augmenta 1’expressio de I’enzim PFKFB3 (39,40) el qual, com
s’ha descrit anteriorment, catalitza la sintesi de fructosa-2,6-bifosfat, un activador al-losteric de
la PFK. Els resultats mostrats reflexen aquest increment significatiu en 1’activitat de la PFK. A
més, donat que la fructosa-2,6-bifosfat se sintetitza a expenses del consum de fructosa-6-fosfat-
un dels metabolits intermediaris de la glicolisi (Figura 3)-, ’augment en 1’activitat de I’HK

podria donar-se per assegurar el consum de glucosa i mantindre el flux en la via glicolitica.

Efecte del zaprinast

El zaprinast és un inhibidor de les fosfodiesterases (PDE) especifiques del GMPc (PDES5,
PDEG6, PDE10 i PDE11). També se 1’ha descrit com un agonista del receptor acoblat a la
proteina G35 (GPR35) (41). La incubacio de les cel-lules model de la PD amb zaprinast a una
concentracié de 1 UM ha provocat 1’augment significatiu de 1’activitat enzimatica de ’ENO,
I’HK i la PK (Figura 6).
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Figura 6. Representacio de l'activitat enzimatica en cél-lules tractades amb zaprinast a 1 pM en
comparacio a la de les cél-lules tractades amb la soluci6 control (DMSO al 0.1%). El zaprinast augmenta
significativament I’activitat de ’"ENO, I’HK i la PK (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001). Les
barres d’error mostren la s.d. de tres répliques biologiques i técniques.
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L’efecte de zaprinast sobre la glicolisi podria estar mitjangat pel receptor GPR35. Aquest és
considerat un receptor orfe; tot i que s’ha mapejat en els cromosomes humans, s’ha estudiat la
seva estructura i la seva expressio en els diferents teixits, poc més se’n sap d’ell (41). Molt
recentment s’ha descobert la relacidé que guarda amb la bioenergética cel-lular. GPR35
interactua i promou I’activitat de la Na*/K*-ATPasa, una de les principals bombes ioniques
encarregades del manteniment actiu del gradient electroquimic de la cel-lula- de fet, la seva
activitat presenta el 30% del consum total d’energia cel-lular. L’augment de 1’activitat de la
Na*/K*-ATPasa presenta profundes consequéncies per al potencial de membrana cel-lular,
I’homedstasi del calci (Ca?") i el metabolisme energétic. Pel que fa a aquest ultim, s’ha
comprovat com tant la inhibici6 del funcionament de la bomba com de I’expressio del receptor

anul-la la capacitat de captar glucosa per part de les cel-lules (42).

Si el zaprinast actua sobre els receptors GPR35 sobreestimulant-los, és esperable que el major
consum de glucosa augmente ’activitat de la ruta glicolitica de manera general, tal com
s’observa en els resultats. Fins els moment no s’ha descrit cap mecanisme molecular que
relacione directament GFR35 amb 1’augment de I’activitat de manera especifica de cap de les

proteines analitzades.

Efecte de I’acid retinoic

L’acid retinoic (RA) és un derivat de la vitamina A que es presenta principalment en dues
isoformes biologicament actives: all-trans RA i 9-cis RA. La incubacio de les cél-lules SH-
SY5Y durant 24 hores amb RA a 20 M ha provocat 1’augment significatiu de ’activitat dels
tres enzims clau en la regulacio de la taxa glicolitica (I’'HK, la PFK 1 la PK) a més de ’ENO

(Figura 7).

L’RA ¢és un potent factor de diferenciacio que afecta a un ample ventall de llocs promotors en
les cél-lules neurals i glials en cadascuna de les etapes del desenvolupament nerviés embrionari
I postnatal. Es troba implicat en el creixement axonal, I’establiment de noves connexions

sinaptiques i la diferenciacid de les cel-lules nervioses (43).

S’ha demostrat que aquest compost presenta un efecte neuroprotector front toxines
dopaminérgiques com la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o ’MPTP tant en models murins com

en cel-lules SH-SY5Y en cultiu. Concretament, I’RA pot augmentar I’expressio de certs factors
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Figura 7. Representacio de l'activitat enzimatica en cél-lules tractades amb RA a 20 uM en comparacié
alade les cél-lules tractades amb la solucié control (DMSO al 0.1%). L’RA augmenta significativament
I’activitat de tots els enzims estudiats: ENO, PFK, HK i PK (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001).
Les barres d’error mostren la s.d. de tres répliques biologiques i técniques.

trofics com la proteina morfogeénica ossia-7 (BMP7) i impedir la translocacio6 del factor Nur77
cap al citosol on indueix I’apoptosi promovent 1’alliberament del citocrom ¢ de la cadena de
transport electronic mitocondrial (43,44). Els nostres resultats mostren com altra possible

vessant en la neuroproteccié podria estar relacionada amb 1’augment de la taxa glicolitica.

El flux a través d’una ruta bioquimica pot modular-se potenciant I’expressio dels gens
codificants del enzims implicats o mitjancant canvis en I’activitat dels catalitzadors ja presents.
Estudis anteriors han mostrat com 1’administracié continua d’RA en c¢l-lules indiferenciades
de neuroblastoma SH-SY5Y provoca canvis en els patrons d’expressié génica detectables a les
24 hores. Els gens que presenten una major expressié corresponen als integrants de la defensa
antioxidant cel-lular i la via del factor nuclear kappa B (NF-«xB)- factor relacionat en la resposta
inflamatoria i immunologica, i la proteccio front 1’estrés- aixi com els implicats en el

catabolisme de la glucosa (45).

Tenint en compte aquesta informacio, es va realitzar una RT-qPCR per comprovar ’efecte de
I’RA en I’expressio dels enzims glicolitics i, a més, distingir la contribuci6 relativa a I’activitat
enzimatica de les diferents isoformes existents en humans que s’expressen especificament en
la linia cel-lular SH-SY5Y. Aquestes son: enolasa 1 (ENO1), enolasa 2 (ENO2), hexoquinasa
1 (HK1), fosfofructoquinasa-M (PFKM), fosfofructoquinasa-P (PFKP) i piruvat-quinasa (PK).
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La incubaci6 de les cél-lules SH-SY5Y durant 24 hores amb RA a 20 UM ha provocat 1I’augment
significatiu en I’expressio de les isoformes géniques HK1, PFKM i PK en comparacio als

cultius no tractats amb compost (Figura 8).
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Figura 8. Efecte de I’RA (20 uM) en I'expressio en mRNA dels gens ENO1, ENO2, HK1, PFKM, PFKP
i PK en cél-lules SH-SY5Y amb el gen DJ-1 silenciat. L’RA augmenta significativament 1’expressio
mesurada com nivell de mRNA dels gens HK1, PFKM i PK (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001).
Les barres d’error mostren la s.d. de quatre répliques biologiques i tres répliques tecniques.

Existeix una correlacid positiva de 1’activitat de la PK-expressio del gen PK i activitat de la
PFK-expressi6 de la isoforma PFKM. Aquestes dades indiquen que I’increment de ’activitat
enzimatica de la PFK i la PK mesurada als assajos enzimatics podria ser intrinsec a la proteina
o també deure’s a I’augment de la seva sintesi. D’altra banda, es pot observar com I’HK1 es
troba fortament sobreexpressada en cultius tractats amb RA tot i que la mesura de I’activitat
enzimatica no mostra un increment equivalent. L’HK ¢&s el primer enzim implicat en la ruta de
la glicolisi (Figura 3) i catalitza la conversio de la glucosa en glucosa-6-fosfat. Es possible que
els resultats siguen deguts a la saturacio en I’activitat catalitica per la limitacié de substrat en el
medi, la glucosa. Per altim, I’augment de 1’activitat de ’ENO no es troba relacionat amb una
major expressio de caps de les isoformes del gen, pel que, en aquest cas, si que es pot concloure

que I’RA regula directament la funci6 catalitica de I’ENO.

En general, la promoci6 de la diferenciacié neuronal implica una reordenacié complexa dels
programes cel-lulars intrinsecs, la re-definicio d’interaccions c¢l-lula-cel-lula i un augment en

la demanda energeética per la sintesi de productes i el desenvolupament de noves funcions (45).
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L’increment de la taxa glicolitica permetria abastir les cel-lules d’ ATP suficient per dur a terme
aquests processos. No obstant, fins el moment no s’ha relacionat ’'RA amb 1’alteracio del
metabolisme de la glucosa en cél-lules nervioses completament diferenciades. El disseny d’un

model cel-lular més adient permetria validar aquest compost pel tractament de la PD.

Conclusio

Mentre que malalties com el cancer son ja considerades com trastorns metabolics, poc es coneix
encara sobre el rol del metabolisme central del carboni en la neurodegeneracid. La
reprogramacié metabolica cap a una major dependencia de la glicolisi proporciona a les
cél-lules nervioses en pacients de la PD- no sols els casos amb mutacions en el gen DJ-1 sin6
també en els casos idiopatics- un mecanisme per compensar 0 superar les condiciones pro-
oxidatives provocades per la disfuncié mitocondrial. Els composts quimics que presenten la
capacitat de modular la via glicolitica com els analitzats en aquest treball podrien esdevenir
composts d’interés per al tractament de la PD. Es interessant destacar que el dimetilfumarat, la
fentolamina, la meclizina, el zaprinast i 1’acid retinoic han passat les diferents etapes dels
assajos clinics i es troben comercialitzats, per la qual cosa el seu Us en pacients de la PD podria
arribar a establir-se en un futur proxim. Per altra banda, la caracteritzacié dels mecanismes pels
quals la glucolisi es regula a 1’alga revelaria futures possibles aproximacions terapeutiques no

plantejades fins el moment.
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Material suplementari

Assajos enzimatics: disseny assajos enzimatics acoblats.

X ENOLASA
‘ 2-fosfoglicerat + H,O ‘

Fosfoenolpiruvat ‘

Piruvat quinasa ‘

‘ Fosfoenolpiruvat + ADP ‘ Piruvat + ATP ‘

‘ L-lactat deshidrogenasa ‘

| Piruvat + B-NADH Lactat + B-NAD+ |

S1. Esquema de les reaccions bioquimiques acoblades per I'assaig enzimatic de I'enolasa. Els canvis en
l'absorbancia a 340 nm (disminucid progressiva en el temps) son deguts a I’oxidacio del -NADH en f3-
NAD" donada de manera indirecta per la conversié de 2-fosfoglicerat a fosfoenolpiruvat.

FOSFOFRUCTOQUINASA
| Fructosa-6-fosfat + ATP | > | Fructosa-1,6-bifosfat + ADP |

Piruvat-quinasa
‘ Fosfoenolpiruvat + ADP ‘ ‘ Piruvat + ATP ‘

‘ L-lactat-deshidrogenasa ‘

| Piruvat + B-NADH L-lactat + B-NAD+ |

S2. Esquema de les reaccions bioquimiques acoblades per a 1’assaig enzimatic de la fosfofructoquinasa.
Els canvis en I’absorbancia a 340 nm (disminuci6 progressiva en el temps) son degut a 1’oxidacio del B-
NADH en B-NAD* donada de manera indirecta per la conversio de frutosa-6-fosfat en fructosa-1,6-
bifosfat.

HEXOQUINASA
‘ Glucosa + ATP | >

Glucosa-6-fosfat + ADP |

Glucosa-6-fosfat-

| Glucosa-6-fosfat + NADP* .
deshidrogenasa

‘ 6-fosfogluconolactona + NADPH ‘

S3. Esquema de les reaccions bioquimiques acoblades per a l'assaig enzimatic de I'hexoquinasa. Els
canvis en I’absorbancia a 340 nm (augment progressiu en el temps) son deguts a la reduccié de NADP*
en NADPH donada de manera indirecta per la conversié de glucosa a glucosa-6-fosfat.

PIRUVAT-QUINASA
‘ Fosfoenolpiruvat + ADP ‘ ‘ Piruvat + ATP ‘

| Piruvat+B-NADH |

L-lactat-deshidrogenasa
> ‘ L-lactat + B-NAD+ ‘

S4. Esquema de les reaccions bioquimiques acoblades per a I'assaig enzimatic de la piruvat-quinasa. Els
canvis en 1’absorbancia a 340 nm (disminuci6 progressiva) son deguts a I’oxidacio del B-NADH en -
NAD* donada de manera indirecta per la conversi6 de fosfoenolpiruvat en piruvat.
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Assajos enzimatics: composicié dels tampons o buffers de reaccié.

Taula 1. Composicid del tampo de reaccio per a lI'enzim enolasa. pH 7.4.

Compost Concentracio
HEPES pH 7 20 mM
MgCl: 10 mM
KCI 100 mM
ADP 1.75 mM
Piruvat-quinasa (PK) 15 U/ml
Lactat-deshidrogenasa (LDH) 15 U/ml

Taula 2. Composici6 del tamp6 de reaccio per a I'enzim fosfofructoquinasa. pH 8.

Compost Concentraci6
TrispH9 91.1 mM
MgSOa4 2 mM
KCI 5 mM
ATP 1 mM
Fosfoenolpiruvat (PEP) 728 uM
Piruvat-quinasa (PK) 5 U/mi
Lactat-deshidrogenasa (LDH) 10 U/ml

Taula 3. Composicié del tamp6 de reaccio per a I'enzim hexoquinasa. pH 8.

Compost Concentracié
TrispH9 20 mM
MgCl: 2 mM
Glucosa 100 mM
Glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa 5 U/mi
(G6Pdh)
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Taula 4. Composicio del tampé de reaccid per a I'enzim piruvat-quinasa. pH 7.4.

Compost Concentracio
HEPES pH 7.4 20 mM
MgSOs4 8 mM
KCI 60 mM
Fosfoenolpiruvat (PEP) 4 mM
Lactat-deshidrogenasa (LDH) 10 U/ml

RT-gPCR. Sequencia del primers.

Taula 5. Sequiencia dels encebadors emprats en la RT-gPCR.

Encebador Sequéncia nucleotidica
Tubulina-F 5’- GTATCTCTATCCATGTTGGTCAGG-3’
Tubulina-R 5’- AGA CGG CAT CTG GCC ATCG-3’
ENO1-F 5’- ACCCAAAGAGGATCGCCAAG-3’
ENO1-R 5’- AACCAGGTCAGCGATGAAGG-3’
ENO2-F 5’- TGCACAGGCCAGATCAAGAC-3’
ENO2-R 5’- ACAGCACACTGGGATTACGG-3’
PFKM-F 5’- CTGCCCCTCATGGAATGTGT-3’
PFKM-R 5’- CCTCTCAGCTTCAGGGCTTC-3’
PFKP-F 5’- ATCATCGGTGGATTCGAGGC-3’
PFKP-R 5’- TTGGACACAGTAGCGGGAAC-3’
HK1-F 5’- CATGCTGCTGGAGGTGAAGA-3’
HK1-R 5’- CAGGGCCAAGAAGTCACCAT-3’
PK-F 5’- GGTCCTGGGAGAGAAGGGAA-3’

PK-R 5’- CTAGATCACCACGAGCCACC-3
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