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Resum

L'Esclerosi Lateral Amiotrofica (ELA o ALS) és una malaltia
neuromuscular caracteritzada per la degeneracidé selectiva de les
motoneurones (MN) superiors del cortex motor i les MN inferiors, del
tfronc de I'encéfal i la medulda espinal, que es resol en una debilitat,
espasticitat i atrofia progressives de la musculatura esquelética. El curs
de la ELA estd acompanyat d’alteracions de la parla, la deglucid i la
respiracid, que evolucionen en una fallida respiratoria provocant la
mort, normalment cap als 3-5 anys després de I'aparicid dels primers
simptomes. Menys del 10% dels casos corresponen a la forma familiar
de la malaltia, i un 20% d’'aquests estan relacionats amb mutacions en
el gen de I'enzim superoxid dismutasa 1 (mSOD1). La resta de casos,
més del 90%, corresponen a la forma esporddica. Fins avui, no existeix,
perd, cap fractament que aconsegueixi una millora significativa de la
progressid de la malaltia i les causes implicades en la degeneracié

selectiva de les MN en la ELA sén encara desconegudes.

En els Ultims anys, la patogénesi de la ELA s'ha atribuit a diversos
mecanismes celdulars i moleculars entre els quals destacarien I'estrés
oxidatiu, I'agregacié proteica anormal, la disfuncié mitocondrial, el
fransport axonal aberrant, la neuroinflamacid, I'autoimmunitat o

I'excitotoxicitat per glutamat.

En el present estudi hem treballat amb dues d’'aquestes hipdotesis en
avaluar I'efecte dels serums de pacients amb ELA i altres malalties de
la MN sobre I'activitat del receptor ionotropic de glutamat de tipus N-
metil-D-Aspartat (NMDAR), expressat en el model d'oocit de Xenopus
laevis. Alnora, mitjangant assaigs de ELISA, hem analitzat la presencia

d'autoanticossos associats a ELA en el serum de pacients.

L'accié dels serums control i patologics en els oocits de Xenopus
produia la generacié de corrents oscil {atoris de clorur (Cl-). Aquests
corrents havien estat préviament descrits en aquestes céelules i sén
deguts a I'activacié dels canals de CI- dependents de calci (Ca?*),

endogens en els oocits de Xenopus, a causa de la mobilitzacid de
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Ca?t  intracellular. L'aliberacié de Ca?* dels compartiments
intfracel {ulars es activada per I'accidé d'un factor séric, anomenat dcid
lisofosfatidic o lisofosfatidat (LPA), sobre el seu receptor, present en la
membrana dels oocits, i a través d'una via de senyalitzacid de segons
missatgers. Aixi doncs, en aquest model, la generacié de corrents
oscillatoris de CI és una mesura indirecta de la mobilitzacio
intfracel {ular de Ca?+. Varem observar que, en presencia del NMDAR,
les respostes generades pel serum ELA eren significativament superiors
a les activades pel serum d'individus sans i d'altres malalties de la MN.
Vam descartar que agquest efecte es degués a I'activacié directa del
NMDAR ja que les mostres de sérum havien estat tractades per tal
d’eliminar el seu contingut en aminodcids excitatoris. La resposta
generada pel serum ELA presentava una dependéncia respecte de la
presencia de les dues subunitats del NMDAR i era sensible al bloqueig

del receptor amb MK-801, un antagonista no competitiu.

Per tal de trobar similituds entre les formes esporadiques i familiars de la
malaltia, varem reproduir els experiments amb serums del model de
rata tfransgenica mSOD1 G93A. Aquests animals sobreexpressen formes
mutades de SODI1 i desenvolupen una degeneracié similar a la
observada en la ELA humana, tot i aixd, es consideren un model de la
forma familiar de la malaltia. Varem observar, que tal com en el cas
dels serums humans de ELA, les mostres de serum mSOD1 G93A
generaven, en presencia del NMDAR, respostes significativament
superiors a les activades pel serum de rata WT. Aquest efecte, pero,

tan sols era observable en estadis inicials de la malaltia, a P30.

Diversos estudis han aportat dades que recolzen la citotoxicitat de les
immunoglobulines G (IgG) de pacients amb ELA sobre les MN. A
I'analitzar I'acci¢ de la fraccidé de IgG purificada dels sérums control i
patologics en el model d'odcit de Xenopus, varem observar que es
generaven corrents transitoris d'enfrada de tipus no oscil latori, els

quals diferien dels generats en el cas del serum complet. La resposta
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activada per IgG de pacients amb ELA en presencia del NMDAR era
també significativament superior a la generada per les IgG d'individus

sans.

En aquest treball, hem proposat que, I'increment en la mobilitzacid de
Ca?* intracel ular observada com a resposta a I'accid dels serums ELA,
en els oocits de Xenopus que expressen el NMDAR, es deguda a la
presencia de factors sérics associats a la malaltia, els quals actuarien a

través de vies de senyalitzacid no candniques del receptor.

En la segona part d'aquest estudi s'Tha comprovat la presencia
d’anticossos contra la proteina Semaforina 3A (Sema3A) en alguns
serums de ELA i Lower Motor Neuron Disease (LMND), una altra forma
comuna de malaltic de la MN. La Sema3A és una molécula
guimiotdctica de guia axonal que forma part de la classe 3 de la
familia de les Semaforines. Ha estat associada a I'emissid de senyals
quimiorepellents i al col lapse del conus de creixement de I'axd. En un
treball recent, s'ha relacionat la Sema3A amb la patologia de la ELA
en detectar-se una sobreexpressié d'aquesta proteina en céllules de
Schwann terminals del model de ratoli mSOD1 G93A. En aquests
animals, I'expressié de Sema3A no només inhibeix la plasticitat a nivell
del terminal nervids d'aquestes sinapsis sind que afavoreix la
denervacié axonal i la degeneracié de les MN en estadis primerencs

de la malaltia.

Tot i descartar-se que els anficossos contra Sema3A siguin un
marcador especific de la ELA, al no detectar-se en tots el serums de
pacients, i alhora, al estar presents també en algunes mostres LMND,
aguests autoanticossos podrien tenir un efecte defensiu contra els

senyals nocius exercits per Sema3A sobre els axons de les MN.
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1. L’Esclerosi Lateral Amiotrofica

L'Esclerosi Lateral Amiotrofica (ELA o ALS, Amyotrophic Lateral
Sclerosis) és una malaltia degenerativa que afecta selectivament les
motoneurones (MN) superiors del cortex motor i les MN inferiors del
tfronc de I'encéfal i la medulla espinal. La disminucié continua del
nombre de MN provoca una atrofia i debilitat progressiva dels mdsculs
esquelétics, espinals i bulbars, instaurant una paradlisi cada cop més
extensa, de pronostic letal. S'acompanya d’'alteracions de la parla,
dificultats per a la deglucié i una exaltacié dels reflexes tendinosos, tot
i que es mantenen inalterades les funcions cerebrals no vinculades a
I'activitat motora. En les etapes finals de la malaltia, apareix la
incapacitat de respirar per un mateix i la mort es produeix,

generalment, per una fallada respiratoria.

1.1 Manifestacions cliniques de la ELA

L'ELA va ser descrita I'any 1869 pel neurdleg francés Jean-Martin
Charcot (Charcot i Joffroy, 1869) i, per aixd, anomenada inicialment
Esclerosi de Charcot. El nom complet de la malaltia fa referencia a dos
aspectes clinico-patolodgics caracteristics. Per una banda, “esclerosi
lateral”, indica la perdua de fibres nervioses, acompanyada d’una
esclerosi o cicatritzacié glial, a la zona lateral de la medulla espinal.
Aquesta regid estd ocupada per fibres o axons motors que connecten
amb les MN del corn anterior de la medul 1a, les quals envien els seus
axons als musculs. Els axons del cordd lateral formen part de la
denominada via corticoespinal o piramidal, que controla els
moviments voluntaris. Per altra banda, el terme “amiotrofica” fa
referencia a I'atrofia muscular que es produeix a causa de la
inactivitat cronica dels musculs al deixar de rebre senyals nervioses. La
degeneracid de la via piramidal interromp les connexions entre la

primera MN del cortex cerebral i la segona MN situada al corn anterior
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de la medula espinal (Figura I-1). Aquest fet condueix a una perdua
dels controls inhibitoris de la primera neurona sobre la segona i es
tradueix en I'espasticitat (contraccié permanent de la musculatura) i

la hiperreflexia (excés de reflexes tendinosos) propies de la ELA.

Motor cortex ’ Upper motor neuron

A : T :
Brainstern Lower motor neuron
.'\ (cranial nerve)

Corticospinal tract

Lower motor neuron

Spinal cord (spinal nerve)

Anterior spinal artery territory Sensory (spinothalamic) tracts

Figura I-1. Arees del sistema motor huma afectades selectivament en el procés
neurodegeneratiu de la ELA. Les MN superiors de I'escorca motora emeten els
seus axons cap a la medulla constituint el tracte corticoespinal, i acaben
establint sinapsis amb les MN inferiors del corn anterior, les quals, a traves dels
nervis periferics, s'encarreguen d'innervar la musculatura. Les MN bulbars
(cranials), que controlen la parlaila deglucid, i les MN espinals, que confrolen
les extremitats i la musculatura respiratoria, es veuen afectades en la ELA, aixi
com les MN superiors de I'escorca motora (Greenberg i Jin, 2005).

En referencia a aquests canvis patologics, Charcot va reanomenar la
malaltia com Esclerosi Lateral Amiotrofica, tot i que 20 anys abans, un
altre neurdleg francés, Francois A. Aran, ja havia atribuit 11 casos de

ELA a una Atrofia Muscular Progressiva (Aran, 1850).
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Amb una supervivencia d'entre 1 i 5 anys després del diagnostic, la
ELA té una incidencia de 2-3 casos per cada 100,000 habitants/any,
augmentant fins a 15 casos/100,000 passat el rang d'edat en el que se
sol presentar, entre els 50 i els 60 anys (Yoshida et al., 1986). La ELA es
pot subdividir en formes d’inici buloar o d’inici espinal, segons el lloc
d'afectacié dels primers simptomes, sent les formes d’inici bulbar un
25% dels casos totals. Tot i que no existeix cap component de tipus
genétic en el 90-95% dels casos de ELA, coneguts com ELA de tipus
esporadica, el 5-10% restant dels pacients hereten la malaltia (ELA de
tipus familiar) habitualment de forma autosomica dominant. S'han
descrit, pero, alguns casos de ELA d'inici infantil o juvenil amb heréncia
autosdmica recessiva (Hadano et al., 2001). El 20% dels casos de ELA
familiar son provocats per mutacions en el gen que codifica I'enzim
Cu/In superoxid dismutasa-1 (SOD1) (Rosen et al., 1993).

Als Estats Units d'Ameérica la ELA s'anomena sovint malaltia de Lou
Gehrig, en honor al famds jugador de beisbol que va morir de ELA
I'any 1939. Altres victimes conegudes de la malaltia van ser I'actor
David Niven, el compositor Dimitri Shostakovich o el dirigent politic
xinés Mao Tsetung. El famds astrofisic, guanyador del premi Nobel,
Stephen Hawking, pateix encara avui dia una forma insdlitament llarga

de la malaltia.

Actualment, cada cop més autors consideren que la ELA forma part
d'un grup heterogeni d'alteracions anomenades Malalties de la
Motoneurona, on s'inclourien altres afectacions de les neurones

motores.

Tot i ser descrita fa més de 135 anys, segueixen sense identificar-se els
mecanismes patoldgics que provoquen la degeneracié selectiva de
les MN en la ELA, i el que és encara més greu, avui en dia encara no

es disposa de cap fractament per aturar el seu curs.
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1.2 Malalties de la Motoneurona

Les Malalties de la Motoneurona (MND, Motor Neuron Disease) sén un
grup heterogeni de malalties, algunes d'elles amb cardcter hereditari,
gue presenten una afectacié exclusiva o predominant de les neurones
motores de I'escorca cerebral, i/o dels nuclis motors del fronc de
I'encéfal (preservant-ne normalment els nuclis oculomotors) i/o del

corn anterior de la medul la espinal.

El gran espectre de malalties motores que existeixen avui dia i els
problemes de diagndstic que sorgeixen degut a la similitud de
simptomes entre elles fan que la classificacié de les MND no estigui
clarament establerta. La Taula I-1 mostra la Ultima classificacid de
MND gue s’ha dut a terme al Regne Unit i el conjunt de sindromes
motores amb les quals es poden confondre. En alguns paisos, algunes

d'aqguestes sindromes també son classificades com MND.
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Taula I-1 Classificacié de les Malalties de la Motoneurona (MND).

Form of MMND

Mimic syndromes

Progressive muscular

atrophy

Amyotrophic lateral
sclerosis

Primary lateral sclerosis

Multifocal motor neurcpathy®
Kennedy's disease
Spinal muscular atrophy (SMA)

Chronic idiopathic demyelinating
pelyneurcpathy®
Benign cramp fasciculation

syndrome
Post-pelio syndrome

Lead poisoning®

Acute motor axonal neurcpathy®
{AMAN — a Guillain Barre variant)

Hereditary motor neuropathies
Porphyria®

Compressive focal neuropathies
especially pure motor®

Multi-level spinal cord and root
compression by discs,
osteophytes or tumour®

Thyrotoxicosis®

Combined peripheral neuropathy
and cervical myelopathy

Inclusion body myesitis

Paraneoplastic syndromes
especially lymphoma
Sjogren's syndrome

Radiation myelopathy
Structural lesions of the

bulbar region

Hereditary spastic paraplegia
Multiple sclerosis*

Spinal cord compression
by disc or tumour®

* = potencialment tractable (Wood-Allum i Shaw, 2010)
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Les MND es classifiqguen en tres grans grups principals, depenent del
patrd d'afectacié de les MN i de la part del cos on s'inicien els primers
simptomes (Wood-Allum i Shaw, 2010). La ELA és la forma de MND més
comuna entre la poblacié adulta i afecta les MN superiors i inferiors de
I'escorca cerebral, el fronc de I'encefal i la medulla espinal. L Atrofia
Muscular Progressiva (o0 Progressive Muscular Atrophy, PMA), afecta
principalment les MN inferiors i es caracteritza per una debilitat i
pérdua progressiva de la massa muscular, acompanyada d'espasmes
i pérdua de pes. La tercera forma de MND, I'Esclerosi Lateral Primaria
(o Primary Lateral Sclerosis, PLS) afecta les MN superiors i produeix
rigidesa i pardlisi de les extremitats, perd té un pronostic més benigne
que la resta. Poc freqUentment les MND també poden associar-se a
alteracions extra-motores. S’ha descrit que el 10% dels casos de ELA
classica es troben associats a una demeéncia frontotemporal
(Murakami i Yoshida, 1995).

La Paradlisi Bulbar Progressiva (o Progressive Bulbar Palsy, PBP) es
considera una forma primerenca de ELA que afecta
predominantment les MN dels nuclis bulbars, mentre que la Lower
Motoneuron Disease (LMND), que afecta els musculs d’extremitats
superiors i inferiors també seria reconeguda com una variant de la ELA

gue podria desembocar en la forma completa de la malaltia .

1.3 Degeneracio6 selectiva de les MN en la ELA

1.3.1 Factors determinants de la vulnerabilitat de les MN

Un dels trets més significatius en la patogénia de la ELA que encara no
té una explicacié clara és la vulnerabilitat selectiva que pateixen les
MN, a nivell del cervell i del corn anterior de la medulla espinal.
Aquest fet podria estar relacionat amb les caracteristiques

especifiqgues d'aquest subtipus celdular: gran activitat metabolica,
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contingut de receptors, gran volum del soma i longitud exirema de
I'axd, particular organitzacié del citoesquelet, sensibilitat elevada all
dany mitocondrial o escassa capacitat per suportar alteracions en la

concentracié de calci intracel fular.

Les MN sén riques en receptors de glutamat, en particular, en una
forma del subtipus AMPA que no conté la subunitat GIuR2, fet que els
confereix una major permeabilitat al calci i, per tant, una major
vulnerabilitat als estimuls  excitotoxics (Calderé et al, 1997;
Vandenberghe et al. 2000). Per alfra banda, el fet més distintiu que
diferencia les MN dels altres tipus celdulars és la seva gran mida. El
soma celdular és I'encarregat de sintetitzar una gran quantitat de
molécules, entre elles els factors neurotfrofics, que han de ser
transportades per tota la longitud de I'axd. S'ha observat que la
disrupcié del complex dineina-dinactina, encarregat del transport
axonal retrograd, en ratolins fransgénics que sobre-expressen
dinamitina (p50), molecula amb capacitat per desacoblar el complex,
produeix una degeneracid lenta de les MN i la denervacié de la
musculatura (LaMonte et al., 2002). Una altra caracteristica que fa més
sensibles les MN a patir neurodegeneracié respecte d’'altres tipus
cellulars és el seu gran contingut en neurofilaments (NF). Els NF sén el
component maijoritari del citoesquelet neuronal i juguen un paper
important, tan en I'estructura i diferenciacié de la céldula, com en la
formacid i manteniment de la mida de I'axé. Diferents treballs han
detectat la preséncia de diposits de NF en MN en degeneracid en
varies malalties de fipus neurodegeneratiu, incloent-hi la ELA (Lee i
Cleveland, 1996; Tsang et al., 2000). Aquesta acumulacié de NF,
apareixeria en les primeres etapes de la malaltia, especificament en el
soma i axd de les MN del corn anterior de la medulla espinal
(Carpenter, 1968). Finalment, també s'ha observat que les MN  sén
més vulnerables a les sobrecdrregues de calci intracel lular que altres

tipus neuronals. Aixd es degut a les baixes concentracions de proteines
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fixadores de calci, com sén la parvalbUmina o la calbindina, que
tfrobem en la poblacié motoneuronal (Alexianu et al., 1994; Krieger et
al., 1996).

Cal esmentar que determinades poblacions de MN presenten major
resistencia al procés degeneratiu de la ELA. Les MN gque controlen els
moviments extrinsecs de I'ull quasi no estan afectades. Aquest subtipus
de MN es diferencien de les MN espinals per uns nivells d'expressid de
calbindina D28K i parvalbumina més elevats (Ince et al., 1993). Alhora,
el subtipus de MN que constitueix el nucli de Onuf, situat a la regié més
caudal de la medul 1a espinal, fampoc es froba afectat per la malaltia
(Carvalho et al., 1995). Aquest nucli estd constituit per un petit grup de
MN que innerven els muUsculs dels esfinters que controlen la miccid i
defecacid. Aquesta és la rad per la qual la incontinéncia no és un

frastorn propi de la ELA.

1.3.2 Patrons de mort de les MN en la ELA

La ELA es caracteritza perqué les MN en degeneracié presenten un
grau d’'afrofia molt evident. En estadis terminals de la malaltia, les
cellules presenten el citoplasma ple de vacuols procedents de la
dilatacié del reticle endoplasmatic, I'aparell de Golgi i els mitocondiris
(Dal Canto i Gurney, 1995). També apareixen inflamats els axons
proximals i els somes de les MN, presentant-se diposits de NF fosforilats,
cossos de Bunina (inclusions citoplasmatiques eosinofiles constituides
per material amorf electrodens, amb immunoreactivitat per Cistatina-
C, i considerades especifiques de la neurodegeneracié associada a la
ELA) i inclusions esferoidals plenes de material ubiquitinitzat a nivell dels
axons (Wood et al., 2003). A més, la pérdua de MN cursa amb
I'aparicié d'una gliosi reactiva (tan d'astroglia com de microglia), i, en
estadis finals de la malaltia, amb una disminucié aguda de les fibres

mielinitzades del tracte corticoespinal i de les arrels ventrals del corn
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anterior de la medulia espinal (Bruijn et al., 2004; Pasinelli i Brown,
2006).

Els estudis de MN en mostres post mortem de pacients amb ELA, han
proposat tres estadis diferenciats en el procés de degeneracid, en
base a criteris morfoldgics com sén la mida, la forma i la preséncia
d'agregats de Nissl positius (Figura I-2): estadi cromatolitic, on les MN
tenen una aparenca sana perd es troben lleugerament inflades i
arrodonides, amb el marcatge de Nissl dispers i el nucli en posicid
excentrica; estadi de desgast involutiu, on les MN presenten una
incipient condensacié citoplasmatica i nuclear i, per Ultim, estadi
apoptotic, caracteritzat per la reduccié de la mida de les MN fins @
1/5 part de la mida original i presentant una aparenca fusiforme o
arrodonida, amb el citoplasma i el nucli prominentment condensats i

amb la regressid, quasi bé total, de les projeccions neuritiques. En

aquest Ultim estadi es detecta l'activacid de la caspasa-3 i la
fragmentacié del DNA (Martin, 1999).

Figura 1-2. Evolucié del procés
neurodegeneratiu de MN de
la banya anterior de Ila
medulia espinal de ratolins
SOD16G%3A, (b) MN en estadis
inicials de la malaltia, on no
apareixen lesions visibles en el
soma. (c) Vacuolitzacié
massiva en el citoplasma de
la MN. (d) Involucid nucli-
citoplasma, acompanyada
d'interaccié amb  céllules
microglials (delimitades per
franges vermelles). (e)
Desintegracid celiular de la
MN amb infiltraci®é microglial
(Esquerda, 2006).
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1.4 Genética de la ELA

1.4.1 Mutacions de la SOD1

L'any 1993, Rosen i collaboradors van demostrar que un 20% dels
casos de ELA familiar eren deguts a mutacions presents en el gen que
codifica per la SODI1. La SOD1 és una proteina homodimerica de 32
KDa amb funcié antioxidant. Cadascuna de les seves subunitats
consta d'un atom de coure i un alfre de zinc. Actualment, més de 120
mutacions missense (de sentit erroni) diferents, distribuides per la
segléncia de 153 aminodcids del polipeptid de SODI1, han estat
associades a la ELA (Boillee et al., 2006a; Pasinelli i Brown, 2006) (Figura
I-3). La llista de mutacions s'actualitza continuament en una base de

dades online (http://alsod.iop.kcl.ac.uk/).
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Figura 1-3. Esquema de la seqiéncia primaria de la SOD1 humana on s'indica
la posicié dels introns, exons, llocs d’'unié a metalls (Cu,Zn), ponts disulfur (SH) i
mutacions lligades a la ELA. Les mutacions es troben distribuides per tota la
seqUéncia amb una prevalenca superior en els exons 4 i 5. Llegenda de les
mutacions: gris, missense; morat, insercid; vermell, delecié; blau/verd,
silenciosa (Turner i Talbot, 2008).
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Una de les conseqUencies d'aguests descobriments va ser el poder
disposar d'animals modificats geneticament, en els quals es va
intfroduir el gen huma SOD1 mutat (mSODT1) (Gurney, 1997). Els models
fransgenics s'han convertit en una de les eines més importants en Ia
investigacié de la ELA ja que permeten assajar in vivo iin vitro diversos
agents potencialment terapeutics (Turner i Talbot, 2008). Les mutacions
més utilitzades sén la SOD16934, SOD1G8R, SOD1G37R | SOD1A4Y (Bruijn i
Cleveland, 1996). Aquest animals pateixen una malaltia neuromuscular
fotalment comparable a la ELA humana. S’ha de tenir en compte,
perd, gue els animals transgénics sén models d'una forma particular
de ELA, la familiar, que constifueix una minoria dels casos totfals. No
obstant, és probable que les formes esporadiques i familiars

comparteixin mecanismes patogénics comuns.

El fet que SODI1 sigui un enzim citoplasmatic ubiquitinitzat encarregat
de transformar els anions superoxid en peroxid d'hidrogen i oxigen no
duia a pensar que pogués tractarse d'un mitjancer de la
degeneracié de les MN. Una de les hipotesis inicials suggeria que les
mutacions disminuien ['activitat enzimdtica de SODI1, promovent
I'acumulacié de radicals superoxid toxics en les céldules. Aixd va ser
descartat amb els estudis amb ratolins transgénics SOD1¢93A (on la
glicina es substituida per una alanina en la posicid 93), SODI1G3R j
SODIG8R, els quals mostraven una pérdua progressiva de les MN tot i
no presentar modificacions en I'activitat enzimatica de SOD1 o inclus,
incrementant-la (Bruijn et al., 1997a; Gurney et al., 1994; Wong et al.,
1995). Tanmateix, I'eliminacié o sobreexpressid de SOD1 WT en els
ratolins transgénics no afectava a la progressié de la malaltia (Bruijn et
al., 1998). Aguestes i altres observacions indiquen que probablement
I'efecte nociu de mSODI1 radiqui en I'adquisicid d'una propietat

toxica, i no en I'alteracié de I'activitat enzimatica de la moléecula.

Tan en la ELA familiar com en els models de ratolins transgenics,

mMSOD1 s'expressa en totes les celdules de I'organisme encara que
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només estarien afectades les MN. L'expressio selectiva i exclusiva de
mSOD1 en astrocits (Gong et al., 2002) o en MN (Pramatarova et al.,
2001) no provoca la malaltia. Els estudis in vitro realitzats amb cultius
mixtes de cellules provinents de ratolins quimeérics que presentaven,
alhora, ceéllules WT i mSOD1, mostraven alteracions morfoldgiques i
neurodegeneracié en MN WT adjacents a cellules no neuronals
expressores de mSOD1 (Julien, 2007; Clement et al.,, 2003). A més,
mMmSOD1 pot ser secretada extracellularment per accid de les
cromogranines (Urushitani et al., 2006). Les cromogranines (Cg A i B)
séon glicofosfoproteines solubles acidiques, components majoritaris de
les vesicules de nucli dens, que s'ha vist que interactuen amb mSOD1
perd no amb SOD1 WT. Aquests resultats suggerien que mSODI
extracel {ular podia produir microgliosi i mort de MN, transferint toxicitat
d'una célilula a una altra. Per tant, la vulnerabilitat de les MN a la
toxicitat mitjancada per SOD1 sembla estar influenciada per I'entorn
cellular en general, i per I'accid astrocitaria en particular, indicant

que la malaltia no és un problema estrictament motoneuronal.

Una de les caracteristiques més importants de mSOD1 és la tendéncia
a 'agregacié de la proteina en el citoplasma, la qual provoca
toxicitat en les céllules (Durham et al., 1997; Johnston et al., 2000). Els
agregats de mSOD1 es formen també a l'interior dels mitocondris
(Vande Velde et al., 2008) i a I'aparell de Golgi (Fujita et al., 2005) on
provoquen la disfuncid de I'organul i unes alteracions morfologiques
gue son observables en els models animals mSOD1 en estadis inicials, i
presimptomadtics, de la malaltia. Apareixen tan en neurones com en
astrocits i poden estar associats a altres components, com xaperones

o ubiquitina (Figura I-4).
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Figura I-4. Models de toxicitat de mSOD1. En el model d'activitat redox
aberrant, la inestabilitat de mSOD1 permet que aquesta interaccioni amb
substrats no convencionals, com I'H202 o I'ONOO-, produint especies reactives
de l'oxigen. L'oxigen molecular pot interaccionar de forma inusual amb
formes de SODI1 deficients en zinc formant O2™. En el model de toxicitat
proteica, mSOD1, conformacionalment alterada i inestable, pot formar
deposits proteics toxics. Els agregats tenen la capacitat d'inhibir I'activitat
xaperona i/o proteasoma, amb el conseqUent plegament incorrecte i déficit
en I'eliminacié d'un gran nombre de proteines. A més, aquests agregats
poden segrestar, inactivar o afavorir la toxicitat d'altre proteines crucials en els
processos cel fulars (Pasinelli i Brown, 2006).

En cultius primaris de MN que expressen mSOD1, la sobreexpressié de
xaperones (Hsp40, Hsp70 i Hsp105) indueix la neuroproteccid de les
céllules, afavoreix el creixement neuritic i disminueix els agregats
proteics (Batulan et al., 2006; Takeuchi et al., 2002; Yamashita et al.,
2007), La injeccid de la xaperona Hsp70 en ratolins transgénics mSOD1
provoca un augment de la seva esperanca de vida (Gifondorwa et

al., 2007). Sembla ser que la formacid d'agregats proteics en el
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citoplasma despertaria processos en la céldula destinats a la seva
dissolucid, com I'activacié del sistema proteasoma-ubiquitina i la
mobilitzacié de proteines amb activitat restauradora de la estructura
proteica com sén les xaperones (Houenou et al., 1996; Fujihara i
Nadler, 1999; Tidwell et al., 2004). El fet que les MN no finguin una gran
capacitat per mobilitzar xaperones (Robinson et al., 2005), i donada la
tendéncia a la formacié d'agregats de mSODI, provocaria que els
sistemes de dissolucié quedessin saturats. Els agregats actuarien com
una frampa en la que les proteines reparadores quedarien
segrestades i, per tant, desviades de la seva funcié normal, generant
estrés i toxicitat a la cellula. Aixd es donaria tan en neurones com en
astrocits. Cal esmentar que els agregats de mSOD1 tan sols es troben
en els teixits afectats perla ELA i en els casos de ELA familiar (Liu et al.,
2004). Enguany, pero, s'han detectat formes malplegades de SODI
WT, en un subgrup de pacients amb ELA esporddica, que provoguen
alteracions en el fransport axonal similars a les detectades en els casos
de ELA familiar associats a mSODI1 (Bosco et al., 2010), el que
suggeriria un mecanisme patogénic associat a SOD1 comuU entre les

formes esporadiques i les familiars.

1.4.2 Mutacions de ALS2

Tot i que les mutacions de la SOD1 han estat les més estudiades i
utilitzades en els models animals de ELA, des de la seva identificacio,
s'han detectat mutacions en altres gens que també predisposen a
patir la malaltia. Les mutacions trobades en el gen ALS2, que codifica
per la proteina alsina, sén responsables d'una forma juvenil de ELA
amb heréncia autosdmica recessiva (Hadano et al., 2001; Yang et al.,
2001). La malaltia, anomenada subtipus genetic 2 de ELA o ELA2, es
manifesta al voltant del 12 anys i t& una progressié lenta. Fins avui
s'han detectat aimenys 12 mutacions diferents en el gen ALS2 (Figura I-
5).
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Figura I-5. Estructura dels dominis i mutacions lligades a malaltia en el gen de
I'alsina. Representacié esquematica de la seqUéncia de I'alsina, on s'indiquen
les diferents mutacions lligades a ELA, i estructures 3D dels seus dominis
funcionals. Llegenda de les mutacions: fs, mutacions frame-shift (canvi de
pauta de lectura) i st, mutacions non sense (sense senfit), que provoquen la
creacié d'un codé stop. Llegenda dels dominis funcionals: RLD, RCCI-like
domain; DH/PH, Diffuse B-cell lymphoma (Dbl) homology/Plekstrin homology
domain; VPS9, Vacuolar protein sorting 9 domain (Cai et al., 2008).

Amb I'excepcié de dues mutacions missense detectades recentment
a I'extrem N-terminal de la seqUéncia del gen (Panzeri et al., 2006;
Eymard-Pierre et al., 2006), la resta de mutacions provoquen la creacid
d'un codd stop prematur, que duu a la inestabilitat de la proteina i a

la pérdua de funcié de I'alsina.

L'alsina és una proteina de 184 KDa que actua com a factor
intercanviador de nucledtids de guanina i que estd implicada en el
manteniment i el recanvi dels elements que conformen el citoesquelet
(Pasinelli i Brown, 2006; Hadano et al., 2007). El gen ALS2 consta de 3
dominis homolegs GEF (Guanine nucleotide exchange factor), que
activen una guanosina trifosfatasa (GTPasa) pertanyent a la familia

Ras.
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La forma llarga de I'alsina WT es capac d'unir-se a la proteina mSODT,
perd no a la forma WT d'aquesta, via domini RhoGEF, i produir
neuroproteccid en cultius de MN davant la neurotoxicitat induida per
mSOD1 (Kanekura et al., 2004). Recentment, s'ha descrit que I'alsina
estd  involucrada en un mecanisme endocitic anomenat
macropinocitosi (mecanisme d’endocitosi que involucra la formacié
de projeccions membranoses o lamelipodis, sostingudes per una xarxa
de filaments d'actina) via Racl. La pérdua de funcié de la proteina, a
causa de les diferents mutacions trobades, ocasionaria una
pertorbacié en els mecanismes cellulars i moleculars, com el trafic
vesicular, donant lloc a una disfuncié generalitzada i la mort de la
celdula (Kunita et al., 2004). Els ratolins transgenics deficients en alsina
presenten pérdua progressiva de cellules de Purkinje, alteracions en
les MN espinals associades a astrocitosi, activacié microglial i trafic
endosomal alterat (Hadano et al., 2006). A més a més, la pérdua de
funci® de I'alsina no afecta la progressid de la malaltia en ratolins
SOD16%34, perd predisposa les MN a patir estrés oxidatiu i excitotoxicitat
(Cai et al., 2005; Cai et al., 2008; Lai et al., 2006).

1.4.3 Mutacions de la ANG

L'Angiogenina (ANG) és una ribonucleasa angiogénica de 14 KDa
que es va considerar un possible candidat en I'estudi de la genetica
de la ELA al tenir similituds funcionals amb VEGF (Vascular endothelial
Growth Factor), inicialment relacionat amb la malaltia. S'"han trobat 7
mutacions sense sentit en 15 pacients de ELA familiar i en 11 pacients
de ELA esporadica (Greenway et al, 2006,), restringides a les
poblacions d'lfranda, Itdlia i Escocia, suggerint que aquestes

mutacions lligades a la malaltia serien poc comunes.

La ANG s'expressa en tot el SNC i té activitat RNAsa intranuclear,
regulant la transcripcid del RNA ribosomal. La majoria de les mutacions

han estat frobades en el seu nucli catalitic, portant a deficiencies en la
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seva funcié ribonucleolitica i en la seva capacitat de translocacié a
nucli (Wu et al., 2007; Crabtree et al., 2007). Aquestes alteracions
comportarien també la pérdua funcional de I'activitat angiogénica
(generacié de nous vasos sanguinis) de la proteina. La sobreexpressid
de ANG en ratolins SOD16%3A promou la supervivéncia de MN, alhora
que I'adicié exdgena de la proteina en cultius de MN espinals,
protegeix les céllules de la mort per apoptosi induida per déficit de
factors trofics (deprivacid de serum), de |'excitotoxicitat (tractament
amb AMPA) i de I'estres de reficle endoplasmatic (fractament amb
tunicamicina) (Kieran et al., 2008). Aquesta accid protectora de ANG
es veuria afectada en el cas dels pacients que presenten mutacions

en el gen que codifica per la proteina.

1.4.4 Mutacions de la VAPB

L'any 2004 es va descriure una mutacié sense sentit en el gen de la
vesicle-associated membrane protein-associated protein B (VAMP-
associated protein B o VAPB), també anomenada sinaptobrevina
associada a proteina B, situada en el cromosoma 20, la qual estava
ligada a formes atipiques de ELA (Nishimura et al., 2004). Aquesta
proteina estd implicada en el transport de vesicules del reticle
endoplasmatic al complex de Golgi, incloent el transport axonal de
components de la membrana. La mutacié produeix el canvi d'una
prolina per una serina en la posicid 56, perd es desconeix actualment
com afecta aqguesta mutacid a les propietats funcionals de la
proteina. Enguany, en un estudi fet a la poblacié de Franca, s'ha
descrit un altre cas de la mateixa mutacid en una familia on 3 dels
seus membres presenten ELA amb una heréncia autosdmica dominant

(Millecamps et al., 2010).
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1.4.5 Mutacions de TDP-43

L'any 2006 es va descriure per primer cop la formacié d'agregats
proteics ubiquitinitzats formats per TDP-43 en el citoplasma de MN de
pacients amb ELA espordadica (Neumann et al., 2006) i en pacients
amb FILD (Frontotemporal Lobar Dementia), una malaltia
neurodegenerativa caracteritzada per alteracions del comportament
i el lenguatge (Arai et al., 2006). La TDP-43 (TAR DNA binding-protein)
és una proteina nuclear de 43 KDa, de la familia de les proteines
TARDBP (Trans active response DNA binding-protein), repressora de la
transcripcié i reguladora del procés d’empalmament (splicing). Des de
la seva identificacid s’han publicat 4 treballs que descriuen mutacions
en el gen que codifica per la proteina en casos atipics de ELA familiar
i, alhora, polimorfismes de la proteina en casos de ELA esporadica
(Gitcho et al., 2008; Kabashi et al., 2008; Sreedharan et al., 2008; Van
Deerlin et al., 2008). Actualment, s’han trobat fins a un total de 38
mutacions (Figura |-6) en pacients amb ELA, amb o sense historia
familiar, que correspondrien a prop del 4% dels casos de ELA familiar i

a < 1% dels casos de ELA esporadica.

B oycine rich region B predicted NLS
] RNArecogniionmotif  [E] predicled NES

2588

TDP-43 u o us

Figura 1-6. Localitzacié de les mutacions associades a ELA en TDP-43. La gran
majoria de les mutacions descrites es troben al domini ric en glicines de
I'extrem C-terminal. Totes sén mutacions de sentit erroni excepte TDP-43 Y374X,
una mutacié sense sentit. NLS, nuclear localization signal; NES, nuclear export
signal (Lagier-Tourenne et al., 2010).
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TDP-43 és una proteina de 414 aminodcids codificada per 6 exons, on
hi frobem 2 motius de reconeixement de RNA (RRM1 i RRM2) i una
regié C-terminal rica en glicines. La majoria de les mutacions es troben
situades al domini d'unié a ribonucleoproteines nuclears (domini ric en
glicines) de I'extrem C-terminal de la seqUencia i sdn mutacions
dominants de sentit erroni. L'andlisi post mortem de pacients que
presentaven mutacions de TDP-43 mostrava un patrd similar a la
patologia de TDP-43 observada en pacients amb ELA esporddica i
pacients amb FTLD: distribucidé alterada de la proteina, normalment
localitzada a nucli, plegament incorrecte i formacié d'inclusions
proteiques tan en nucli com en citoplasma de MN i cellules glials
(Dickson et al., 2007; Neumann et al., 2007; Mackenzie et al., 2007).
Aquesta redistribucié anormal de TDP-43 en citoplasma es observable
en les primeres etapes de la malaltia (Giordana et al., 2009). S'ha
detectat també una hiperfosforilacid i ubiquitinitzacié de TDP-43, qixi
com la produccié de molts fragments C-terminal (CTFs) amb un pes
d'uns 25 KDa (Neumann et al., 2006; Arai et al., 2006). Sembla ser que
les mutacions també comportarien una pérdua de funcidé de la
proteina, provocant un metabolisme anormal del RNA (Burafti et al.,
2008; Winton et al., 2008).

1.4.6 Mutacions de FUS/TLS

La identificacié de mutacions en TDP-43 lligades a ELA va precedir el
descobriment de mutacions en una dalira proteina de la familia
TARDBP, FUS/TLS (Fused in sarcoma/Translocated in liposarcoma),
també relacionada recentment a la forma familiar de la malaltia
(Kwiatkowski at al, 2009; Vance et al., 2009). Actualment s’han descrit
fins a 30 mutacions en prop del 4% de casos de ELA familiar i en
algunes ELA esporadiques atipiques sense historia familiar relacionada
(Corrado et al., 2009; Blair et al., 2009; Belzil et al., 2009).
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FUS/TLS és una proteina de 526 aminodcids codificada per 15 exons i
caracteritzada per un domini N-terminal ric en residus de serina,
tirosina, glutamina i glicina (regié SYQG), dues regions riques en
glicines, un motiu de reconeixement d'RNA, un motiu de dits de zinc
(ZnF) i un domini de repeticions multiples arginina/glicina/glicina (RGG)
en l'extrem C-terminal (Figura |-7). La majoria de les mutacions es

tfroben en el domini ric en dlicines i en I'extrem C-terminal de la

proteina.
A chr16:31,098,054-31,110,600
® * *
4 |I H_I | |
1 23 4 5 6 7 8 9 10 1112131415
R514S, G515C
H517Q
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B 174-5insGG R524S, R624T

G156E 173-4delGG R234l R244C P525L
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Figura 1-7. Mutacions en FUS/TLS lligades a ELA. (A) Esquema de la seqUéncia
de FUS/TLS on s'indiquen els exons (barres negres) i les regions no codificants.
Els asteriscs vermells indiquen els exons on s’han trobat mutacions. (B)
Estructura lineal de la proteina FUS/TLS indicant els diferents dominis i algunes
de les mutacions descrites. En vermell les mutacions trobades a la poblacid
d'ltdlia (Ticozzi et al., 2009).

La majoria de les mutacions sén de sentit erroni i heréncia dominant.
Gairebé tots els pacients que presenten mutacions en FUS/TLS
desenvolupen un fenotip de ELA cldssica, sense simptomes cognitius.
S'ha descrit, perd, el cas d'un pacient que alhora presentava ELA i
FTLD (Ticozzi et al., 2009), i dos casos de pacients amb mutacions en
FUS/TLS que van desenvolupar FTLD perd no presentaven alteracions

motores (Blair et al., 2009; Van Langenhove et al.,, 2010). Els Ultims
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freballs publicats en I'estudi de TDP-43 i FUS/TLS han trobat proves que
recolzen [|'existéncia de coincidéncies cliniques, genétiques i
patoldogiques entre la ELA i la FTLD.Aixi com TDP-43, FUS/TLS té una
localitzacid  predominantment  nuclear, amb  baixos  nivells
d'acumulacié en citoplasma (Andersson et al., 2008). L'andlisi de
fraccions d'escorca i medul 1a espinal de pacients amb mutacions en
FUS/TLS va detectar la preséncia d'inclusions citoplasmatiques de la
proteina en neurones i céldules glials (Tateishi et al., 2009; Vance et al.,
2009). Alhora, també es van descriure agregats intranuclears i
citoplasmatics de FUS/TLS en cervell i medul 1a espinal de pacients que
presentaven un subftipus de FTLD, sense inclusions de TDP-43 (Munoz et
al., 2009; Woulfe et al., 2009). En aquest cas, pero, i a diferencia de
TDP-43, les inclusions de FUS/TLS no presentaven hiperfosforilacié i

ubiqUitinitzacié andmales (Neumann et al., 2009).

1.5 Mecanismes etiopatogénics en el procés degeneratiu
de la ELA

Tot i ser descrita fa més de 135 anys, les causes que determinen la
degeneracid progressiva de les MN en la ELA segueixen essent
desconegudes, tret de les mutacions de la SOD1 frobades en alguns
dels casos de ELA familiar. En base als estudis realitzats amb mostres de
teixit huma post mortem, la recerca en els models animals i els treballs
amb cultius in vitro, s’han proposat diferents mecanismes que
intervindrien en la efiopatogenia de la ELA. Enfre tots els mecanismes
proposats destaquen |'excitotoxicitat per glutamat, I'estrés oxidatiu, la
disfuncidé mitocondrial, la neuroinflamacié, les alteracions en el
fransport axonal, la toxicitat causada per agregats protfeics

infracel lulars i I'autoimmunitat.

Avui dia es considera que la patologia de la ELA és un fenomen
multifactorial i multisistémic, on intervindrien els diferents mecanismes

proposats, promovent I'inici i propagacié de la malaltia, afectant tan
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les MN com les céliules veines no neuronals (Figura |-8). Les Ultimes
proves donarien suport a una disfuncié mitocondrial, que actuaria
conjuntament amb ['excitotoxicitat, donant lloc a una agregacid
proteica anormal i convergint, finalment, en una via comU de
neurodegeneracié a través de mecanismes apoptotics (Goodall i
Morrison, 2006).
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axonal transport

Motor neuron

Figura 1-8. Interaccié hipotética dels mecanismes patogénics proposats en la
ELA. L'estrés oxidativ afectaria la funcié dels mitocondris i inhibiria el
transportador astroglial de glutamat EAAT2. L'excés de glutamat provocaria
neurotoxicitat per increment de la concentracid de Ca?* intracelular,
generant aixi estrés oxidatiu i dany mitocondrial. L'alteracié de la funcid
mitocondrial produiria tfambé estres oxidatiu, reforcant la cascada
patogénica. Els factors inflamatoris alliberats per la microglia activada
provocarien la secrecié addicional de proteines proinflamatdries dels astrocits,
incrementant I'estrés inflamatori i oxidatiu. mSODI1, trobada en alguns casos
de ELA familiar, toxica i inestable, formaria agregats en el citoplasma de les
MN, I'axoplasma i els mitocondris. Aquests agregats interferirien en la funcid
del proteasoma i els NF, provocant un tfransport axonal deficient i potenciant

36



Introduccid

I'agregacid proteica. mSODI1, alhora, afavoriria la creacid d'espécies
reactives de I'oxigen incrementant I'estrés oxidatiu (Goodall i Morrison, 2006).

La idea del caracter multisistemic de la ELA estaria recolzada per les
alteracions cognitives, similars a les observades en pacients de FILD,
tfrobades en gairebé un terc dels pacients amb ELA (Rippon et al.,
2006).

Com en alfres malalties complexes, en la etiologia de la ELA poden
intervenir-hi factors de fipus ambiental. Els factors de risc que s’han
associat a la malaltia son I'edat avancada, ser de sexe masculi i
I'hdbit de fumar (Armon, 2003). Altres factors implicats en alguns
estudis epidemiologics inclouen el treball agrari, I'exposicid a plom o
mercuri, |I'activitat esportiva intensa, el treball en industries téxtils o de
materials pldstics i I'exposicidé a treballs de soldadura (Strong, 2000).
Recentment s'ha investigat també I'augment de casos de ELA en
soldats americans que van participar en la guerra del Golf (Armon,
2004)) i en jugadors professionals de futbol de la lliga italiana (Chio et
al., 2005).

Una variant poc freqient de la malaltia, delimitada geograficament,
és el cas de la illa de Guam, al pacific oest. En aquesta poblacid, un
factor ambiental com és una neurotoxina present en unes llavors que
es consumeixen en la dieta habitual provoca un sindrome complex
amb simptomes de ELA, deméncia i Parkinson (Koerner, 1952; Schmidt
et al., 2001).

1.5.1 Excitotoxicitat per glutamat

El glutamat és el principal neurotransmissor (NT) excitador del SNC. La
seva concentracid en I'espai extracel ular del cervell estd subjecta a
un control molt acurat, ja que la sobreexposicid a glutamat té efectes

letals sobre les neurones. Excitotoxicitat és el terme que s'utilitza per
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indicar el dany neuronal induit per la sobre-estimulacié dels receptors
de glutamat, provocant I'alteracié de I'homeodstasi intracel {ular del
Ca?* i la produccié de radicals lliures (Olney, 1969). Aguest fenomen
estd implicat en la patogénia de processos neuroldogics molt diversos
com soén linfart cerebral, el trauma neuronal, ['epilepsia i,
probablement també, en malalties neurodegeneratives com

I'Alzheimer.

El glutamat exerceix la seva funcié a través de receptors de tipus
metabotropic, acoblats a proteines G i a I'activacié de segons
missatgers intracelulars, i a través de receptors de tipus ionotropic,
canals idnics modulats per lligand. S6n aquests Ultims els que han estat
directament relacionats amb els fendomens d'excitotoxicitat (Van den
Bosch et al., 2000). Dintre dels receptors ionotropics de glutamat hi
podem distingir tres tipus, depenent de la molécula agonista que els
activa: AMPA, NMDA i Kainat. Quan aquests receptors s'activen per
I'alliberacié presindptica de glutamat es converteixen en porus o
canals que faciliten I'entfrada de Na2* i Ca?* a la neurona
postsindptica. El Na2+ t&¢ fonamentalment un efecte despolaritzant,
provocant un canvi eléctric postsindptic, mentre que el Ca?
determina I'activacié de diverses vies de senyalitzacié intracel {ular

(Figura |-9).
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Glia and astrocytes
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Figura 1-9. Representacié esquematica de la localitzacié dels receptors i
transportadors de glutamat en la sinapsi. Els fransportadors vesiculars de
glutamat (vGLUT) carreguen el NT a les vesicules del terminal presinaptic. Els
receptors metabotropics de glutamat (mGLU), situats pre i postsindpticament
regulen la secrecié del NT i I'excitabilitat postsindptica, mentre que els
receptors postsindptics de glutamat (AMPA, Kainat i NMDA) regulen la
fransmissid  excitadora rapida i els fendomens de plasticitat neuronal. Els
fransportadors glials i neuronals de glutamat (EAAT) recapten el NT de I'espai
intersinaptic i faciliten la terminacié de la fransmissid glutamatérgica (Swanson
et al., 2005).

L'accié del glutamat sobre els seus receptors és rapida i transitoria.
S'allibera a I'espai extracel lular des de els terminals presindptics perd
es refirat immediatament per I'accié de transportadors especifics
(EAAT, o excitatory amino acid fransporter), presents tan a neurones
com a céllules de la dlia. S’han identificat molecularment 5
fransportadors de glutamat: EAAT1-5. El fransportador EAAT3, també
anomenat EAACT, es troba a les neurones i els transportadors EAAT2,
també anomenat GLT1, i EAATI1, també anomenat GLEST, es troben a

la glia astrocitaria.
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En una situacié d’'excitotoxicitat, els nivells de glutamat extracel lular
persisteixen suficientment elevats com per activar de forma
permanent els receptors de glutamat, produint-se una entfrada
massiva de Na2* i Ca?* a l'interior de la neurona. Els mecanismes interns
de tamponament de Caz* es saturen i no es pot mantenir la
concentracié de I'ié dintre del rang fisiologic. Degut a la seva
naturalesa de segons missatger, el Cazt activa diverses proteases,
lipases, i altres enzims que tenen conseqUencies letals per a la
neurona. També malmet els mitocondris, ja que aquests organuls
tenen la capacitat de capturar el Ca?+ citosolic quan la seva
concentracié es més elevada del normal. La disfuncié mitocondrial
afavoreix la produccié exagerada de radicals lliures, provocant estrés
oxidatiu, i agreujant encara més la situacid (Van den Bosch et al.,
2006) .

Les primeres proves d'alteracions excitotoxiques en la ELA van ser
conseqlencia del descobriment de nivells elevats de glutamat en
serum i liquid cefaloraquidi (LCR) de pacients (Patten et al., 1978;
Rothstein et al., 1990; Rothstein et al., 1991). L'increment dels nivells de
glutamat en LCR estava relacionat amb la severitat de la malaltia
(Spreux-Varoquaux et al., 2002). Aguest fet, es va relacionar, també,
amb el déficit en I'eliminacié del glutamat de I'espai intersindptic que
s'havia detectat en preparacions de sinaptosomes procedents de
cervell i de medulda espinal de pacients amb ELA esporddica
(Rothstein et al., 1992, Rothstein et al., 1995). Es va observar que
aquesta deficiencia era deguda a la pérdua selectiva del
transportador EAAT2, tan en pacients amb ELA esporddica com
familiar (Rothstein et al., 1995; Sasaki et al., 2000). La deplecié de
EAAT2 en ratolins transgénics provocava la degeneracié de les MN
(Rothstein et al.,, 1996). Ratolins SODI1G8R, en estadis finals de la
malaltia, presentaven una disminucid dels nivells de proteina EAAT2 del

50%, respecte dels ratolins control, a nivell de medul 1a espinal (Bruijn et
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al, 1997a) i, en el model de rates i ratolins transgenics SOD1693A,
I'expressid de EAAT2 estava també disminuida en estadis
presimptomatics de la malaltia i, completament abolida en estadis
terminals (Bendofti et al., 2001; Howland et al., 2002). Aquest
descobriments suggereixen que |'excitotoxicitat és un mecanisme
patogénic comU que estableix un nexe entre les formes familiars,

associades a mutacions de SOD1, i les formes esporddiques de ELA.

Es va estudiar la funcidé del transportador astroglial EAAT2 en oocits de
Xenopus que, alhora, coexpressaven SODI1, i es va observar que
mSOD1, perd no la forma WT, inactivava el transportador en preséncia
de peroxid d'hidrogen (Trotti et al., 1999), suggerint que EAAT2 és una
de les dianes de la toxicitat de mSODI1. Aixi mateix, la sobreexpressid
de EAAT2 en ratolins SOD16%3A retardava l'inici de les alteracions
motores, disminuia I'activacidé de caspasa-3 i reduia la formacid

d'agregats (Guo et al., 2003).

No estd clara, pero, la causa per la qual EAAT2 es troba alterat. S’han
detectat mUltiples formes d'empalmaments aberrants o alternatius per
aquesta proteina en drees afectades del cervell de pacients amb ELA
i també en el seu LCR (Lin et al., 1998). Malgrat aixo, les variants
d’empalmament alternatiu de EAAT2 s’han trobat també en mostres
post mortem de pacients amb la malaltia d’Alzheimer, la malaltia de
cossos de Lewy i, inclUs. en individus control (Flowers et al., 2001; Honig
et al., 2000) indicant que les variants de EAAT2 no estarien lligades

selectivament a la ELA.

Les MN sén extremadament vulnerables al dany excitotoxic al tractar-
se d’'un subtipus cellular que expressa, en grans quantitats, receptors
de glutamat de tipus AMPA (AMPARs) que contenen una baixa
proporcié de subunitat GIuR2 (subunitat reguladora), presentant una
permeabilitat molt elevada al Ca?+ (Wiliams i Ince, 1997). S’ha
observat que el contingut de mRNA de GIuR2 és significativament

inferior en MN que en dalires tipus neuronals, el que indica una
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regulacioé transcripcional (Van Damme et al., 2002). La deplecié de la
subunitat GIuR2 accelera la degeneracidé de les MN i escurca la vida
mitja dels ratolins SOD16%3A (Van Damme et al., 2005). Alhora, s'ha
detectat que I'edicié del mRNA de GIluR2 es deficient en les MN
espinals de pacients amb ELA (Kawahara et al., 2004). Estudis
posteriors, pero, han determinat que no existeixen aquestes alteracions
en els models de rates transgéniques mSOD1 en estadis simptomatics
de la malaltia (Kawahara et al., 2006) indicant que les deficiencies
transcripcionals de GIuR2 no intervindrien en la patologia de la forma

familiar de la malaltia.

En uns estudis recents s’ha observat que alguns factors solubles
secretats pels astrocits son capacos de regular la transcripcid del gen
GluR2 , produint MN amb una baixa concentraci® de AMPARs
permeables a Ca?*, i disminuint aixi la vulnerabilitat excitotoxica
d'aquests celules. VEGF, secretat pels astrocits, es capacg de regular a
I'alca I'expressid transcripcional de GIuR2 (Bogaert et al., 2009), de la
mateixa manera que ho fan BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor)
i GDNF (Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor) (Brene et al., 2000).
Curiosament, la presencia de mSOD]1 interfereix en la produccié i/o

secrecio d'aquests factors (Van Damme et al., 2007).

El reticle endoplasmdatic (RE), degut a la seva funcié de processament i
trofic de proteines dependent de Ca?*, i, al ser un dels orgdnuls
citoplasmatics amb major reservori de |'id, constitueix una de les
dianes importants del dany excitotoxic. El RE i els mitocondris
interactuen intercanviant Ca2+ de forma ciclica. Les disfuncions en
aquesta interaccié indueixen I'alliberacié del Ca?* del RE cap al
citoplasma, I'acumulacié de proteines malplegades al seu interior i
I'activacié de la Resposta a estres del RE (UPR o Unfolded Protein
Response). Quan no és possible restaurar la funcié de I'orgdnul,
mitjancant I'activacié del procés d'autofagia, els dominis del RE que

contenen agregats protfeics son envoltats per membranes cel{ulars
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que seran fusionades amb el compartiment lisosomal. Si el fenomen

autofagic és molt extens, s'indueix la degeneracié i la mort neuronal.

Els nivells de proteines associades a estrés del RE estan regulades a
I'alca en les MN espinals de pacients amb ELA espordadica. Alhora, la
translocacié de mSOD1 al RE provoca I'estrés de I'orgdnul en les MN
espinals dels models animals de ELA (Atkin et al., 2006). En un treball
recent, s'ha observat també la induccidé de quinases sensores d'estres,
xaperones i mediadors d'apoptosi, senyals inequivocs de I'activacio
de la UPR, en medulla espinal de pacients amb ELA esporadica (Atkin
et al., 2008).

Els mitocondris, degut a la seva funcié reguladora de la concentracié
citosolica de Ca?*, actuant com el principal mecanisme de depuracid
de les sobrecarregues intracelulars de I'i6, son també una diana
important del dany excitotoxic que es dona en la ELA. En un treball
que monitoritzava la recaptacié de Ca?* en els mitocondris, per
I'observacié de la despolaritzacié del potencial de membrana de
I'organul deguda a I'entrada de I'id, es va observar que, en el model
de ratoli mSODI1, les despolaritzacions induides per Ca?* eren
significativament superiors a les observades en animals controls
(Nguyen et al., 2009). De la mateixa manera, s'ha descrit una
sobrecdarrega de Ca?t cronica en els mitocondris de terminals
nerviosos de pacients amb ELA (Siklos et al., 1996), i, en estudis
posteriors, s'ha observat un increment en la produccié d'espécies
reactives de I'oxigen en els mitocondris de MN espinals en cultiu,
degut a una sobrecdrrega de Ca?* mitocondrial després de
I'estimulacié excitotoxica dels receptors AMPA/Kainat (Carriedo et al.,
2000).

Sembla ser doncs, que un efecte excitotoxic local podria iniciar un
cicle patologic complex que afectaria diferents estructures i duria cap
a la degeneracid celular. Les alteracions en els diferents orgdanuls i

tipus celdulars, relacionades a fendmens d'excitotoxicitat que s'han
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descrit en pacients amb ELA i en els models animals de la malaltia,

estan resumides a la figura I-10.
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Figura 1-10. Esquema de les alteracions observades en situacid
d’excitotoxicitat i en preséncia de mSOD1. (A) L'excitotoxicitat es produeix per
la sobre-estimulacid dels receptors postsindptics de glutamat, donada per una
recaptacid falida del NT de lI'espai intersindptic a causa d'una
pérdua/disfuncié del transportador astroglial EAAT2. (B) L'excés de Ca?* actua
sobre el RE provocant estrés en I'organul, alhora que s'hi dipositen agregats de
mSOD1, tan en MN com en astrocits i cél lules microglials, agreujant la situacid.
(C) La disfuncid del proteasoma es déna per una sobrecdrrega de la via de
degradacié de l'orgdnul a causa de I'acumulacié d'agregats proteics
malplegats i ubiqUitinitzats, tan en MN com en astrocits. (D) Els mitocondris
actuen recaptant la sobrecdrrega de Ca?t intracel lular que es dona per la
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sobreactivacié dels receptors de glutamat, generant radicals lliures en
resposta. L'acumulacié de mSODI1 al seu interior provoca també estres
oxidatiu en neurones i célfules dglials. (E) mSOD1 extracel fular es secretada des
de les MN després d'interaccionar amb components de les vesicules
sindptiques i exerceix la seva toxicitat sobre les célilules de la microglia
(modificat de llieva et al., 2009).

Fins ara, perd, I'argument més important a favor del paper que juga
I'excitotoxicitat en la patologia de la ELA és que el Riluzol, I'Unic
farmac que retarda la progressid de la malaltia en humans, té
propietats anti-excitotoxiques. Aquest farmac inhibeix I'alliberacié de
glutamat a través de la inactivacié dels canals de Na2+ dependents
de voltatge en els terminals nerviosos glutamatérgics (Doble, 1996),
bloqueja els receptors AMPA i NMDA (Debono et al., 1993; Hubert et
al., 1994; Lamanauskas i Nistri, 2008), i t& un efecte neuroprotector en el
model de ratoli mSOD1 (Gurney et al., 1996), on, a través de diferents
mecanismes que duen al bloqueig dels AMPARs, incrementa

significativament la supervivencia.

1.5.2 Estrés oxidatiu

En el transcurs d'algunes rutes d'activitat metabdlica normal es
generen petites quantitats d’espécies reactives de I'oxigen (ROS), com
I'anié superoxid (O2™), I'anid hidroxil (OH-) o el peroxinitrit (ONOO-),
totes quimicament molt actives i potencialment toxiques per les
céllules (Lenaz et al., 1998). Aquestes espécies reaccionen amb
proteines, lipids i acids nucleics, alterant-los (Beal, 2002) L'activitat
respiratoria mitocondrial, la ruta de I'acid araquidonic i la del citocrom
p450 sén les principals formes de generacié de ROS. Per tal d'evitar el
dany oxidatiu, les céldules disposen d'una bateria de defenses: 1)
enzims antioxidants, com la SOD, la catalasa o la glutatié peroxidasa,
gue converteixen les ROS en molécules molt menys reactives. 2) petites

molécules amb accid antioxidant, com sén el glutatio, les vitamines C i
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E, el coenzim Q o I'acid lipoic. 3) minimitzacié de la disposicidé de
molécules pro-oxidants i 4) proteccid mitjancada per heat shock
proteins (Hsp), que actuen eliminant o reparant les proteines
malmeses. Quan els mecanismes de defensa antioxidant queden
sobrepassats per un excés de produccid de ROS o quan l'accid

antioxidant disminueix, apareix |'estrés oxidatiu i el dany celular.

Diversos estudis evidencien la participacid de I'estrés oxidatiu en la
patogénia de la ELA, i existeixen dades que constaten la presencia
d'un metabolisme de ROS elevat, per la detecci®é de marcadors
bioguimics especifics de dany oxidatiu, en mostres d'escorca
prefrontal i medulia espinal post mortem de pacients amb ELA
esporadica (Shaw et al., 1995; Simpson et el., 2003; lieva et al., 2007).
L'any 1997, el grup de Flint Beal va detectar, per immunohistoquimica,
un marcatge neuronal incrementat per hemoxigenasa-1, 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OHAG) i 3-nitrotirosina, tots tfres marcadors de dany
oxidatiu, en medulia espinal de pacients amb ELA espordadica i
familiar (Beal et al., 1997; Ferrante et al., 1997). Es van realitzar les
mateixes mesures en el model de ratoli mSOD1 confirmant la preséncia
de nivells elevats de OH- i altres ROS (Bogdanov et al., 1998; Liu et al.,
1998), dany oxidatiu en proteines (Andrus et al., 1998), lipids (Hall et al.,
1998a) i DNA (Liu et al., 1999), aixi com elevades concentracions de
nitrotirosina, marcador del dany oxidatiu mitjancat per ONOO- (Cha et
al., 2000).

Els marcadors de dany oxidatiu de proteines i lipids s'han localitzat en
MN, macrofags, astrocits i microglia reactiva de la substancia gris de
medulla espinal de pacients amb ELA (Shibata et al., 2001). El dany
oxidatiu al DNA, mesurat pels nivells de 8-OHdG, també s'ha trobat
incrementat en medul1a cervical d’aquests pacients (Fitzmaurice et
al., 1996). Nivells elevats d'aquest marcador han estat detectats en
LCR de malalts amb ELA (lhara et al., 2005), aixi com també els de 3-

nitrotirosina (Tohgi et al., 1999).
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L'entrada de Ca?+ dins els mitocondris estimula la produccié de ROS
(Dykens, 1994) i, I'exposicié de les MN i les céldules glials a aquestes
ROS, redueix significativament la recaptacié de glutamat per reduccid
del nombre de EAAT2 (Trotti et al., 1998). La inactivacié d'aquests
fransportadors comporta I'increment dels nivells de glutamat en la
sinapsi, el que repercuteix en una sobreactivacid dels receptors
AMPA/Kainat i NMDA, incrementant els nivells de Ca2+ intracel {ular i la
generacié de molécules ROS. L'excitotoxicitat i I'estrés oxidatiu es

combinarien doncs en un cercle vicids (Rao et al., 2004).

Alguns investigadors han suggerit que I'estrés oxidatiu muscular podria
contribuir a la patogénia de la ELA. La deteccié de marcadors d'estrés
en muscul esqueletic de ratolins mSOD1, aixi com la deteccié de la
sobreexpressio de SODI, SOD2 i catalasa també en el muscul
esqueletic d’aquest model, en estadis simptomatics de la malaltia,

reafirmarien aquesta idea (Mahoney et al., 2006).

Si l'estres oxidatiu és una causa primdaria de la ELA o una
conseqgUéncia de la malaltia és encara debatut. El descobriment de
mutacions en el gen de I'enzim antioxidant SOD1 en algunes formes
de ELA familiar va impulsar la teoria del dany oxidativ en la
etiopatogénia de la malaltia. Nivells creixents de OH-, en parallel amb
la progressié de la malaltia, han estat detectats en el model de ratoli
SOD16G%3A (Andrus et al., 1998) perd no en ratolins SOD1G37R (Bruijn et al.,
1997b). L'administracié d'un extracte de Ginko biloba, el qual exerceix
efectes protectors contra el dany mitocondrial i I'estrés oxidatiu, és
efectiu retardant I'inici de la malaltia i augmentant la supervivencia en
els models de ratolins mSOD1 (Ferrante et al., 2001). De la mateixa
manera, la prevencié de la propagacié de radicals lliures amb DMPO
(5,'5'-dimethylpyrroline-N-oxide), un compost diamagnetic que s'uneix
al radical lliure i I'estabilitza, o amb [I'antioxidant porfirina, també
retarda la pardlisi i augmenta la supervivencia en ratolins SOD1693A
(Crow et al., 2005; Liv et al., 2002; Wu et al, 2003). Finalment, la
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potenciacié de lI'estrés oxidatiu per la deficiencia de [I'enzim
mitocondrial SOD2 és perjudicial i empitjora drasticament el fenotip

patogénic en els ratolins MSOD1 (Andreassen et al., 2000).

1.5.3 Alteracions mitocondrials

Els mitocondris sén orgdnuls multifuncionals, encarregats de produir
energia en forma d'ATP,a través de la fosforilacid oxidativa de
nutrients, i ajudar a mantenir 'nomeostasi del Ca2+, perd fambé, sén la
principal font de produccié de ROS i actuen com a controladors de les
vies intrinseques d'apoptosi. Aixi, la disfuncié mitocondrial pot dur a la
mort de la céllula, o bé pe runa fallida bioenergetica, o bé per

I'activacid dels processos d’'apoptosi.

En els Ultims anys, diverses publicacions han aportat proves
d’'alteracions mitocondrials com a signe inequivoc de patologia tan
en ELA espordadica, com familiar, aixi com en els models animals de la
malaltia (Beal, 2000; Von Lewinski i Keller, 2005; Martin, 2007). Els Ultims
estudis enfoquen les disfuncions mitocondrials relacionades amb Ia ELA
en alteracions a la cadena respiratoria de |'orgdnul, també
anomenada cadena de transport d'electrons. Els mitocondris de
pacients amb ELA presenten una morfologia anormal, nivells de Ca2*
elevats i una activitat disminuida dels complexes V i VI de la cadena
respiratoria (Manfredi i Xu, 2005). En algunes formes esporadiques de
ELA, s'ha detectat també una disminucid de I'activitat del complex IV
(citocrom C), que han estat relacionades a mutacions en el DNA
mitocondrial (Vielhaver et al.,, 2000). La transfeccid® de DNA
mitocondrial de pacients amb ELA a cellules de neuroblastoma huma
en cultiu produia alteracions en la cadena respiratoria, un increment
en 'activitat enzimdtica captadora de radicals lliures, alteracions de
I'hnomeodstasi del Ca?* i anormalitats en ['ulfraestructura  dels
mitocondris (Swerdlow et al., 1998). Alhora, anormalitats mitocondrials

com sén la inflamacid i la vacuolitzacié, sén aparents en estadis
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presimptomatics en els ratolins SOD1G37R (Wong et al., 1995) perd no
s’han detectat en els ratolins SOD1G8R (Bruijn et al.,1997q). El grau de
vacuolitzacié dels mitocondris s’ha correlacionat amb la disminucié de
la forca muscular en el model de ratoli SOD1693A (Kong i Xu, 1998).
S'han proposat diferents mecanismes de dany mitocondrial mitjangat
per mSODI, incloent disrupcions en el metabolisme energetic de
I'orgdnul, obstruccid de la maquinaria d'importacié de proteines o
alteracions en els mecanismes de tamponament del Ca?* infracel lular
(Boillee et al., 2006b). Una alfra linia d'investigacié ha posat de
manifest la importdncia d'alteracions en el transport mitocondrial
relacionades a ELA. En casos de ELA familiar associats a mSODI1 s'ha
detectat un enlentiment del transport axonal rapid de mitocondiris i
altres orgdnuls membranosos (De Vos et al., 2007; Zhang et al., 2007).
Curiosament, el fransport axonal de mitocondris es inhibit inicialment
en direccié anterdograda, suggerint I'existencia d'un déficit energétic

en els terminals presindptics de les plaques motores.

Tot i que els mecanismes moleculars exactes sén desconeguts,
existeixen moltes proves que suggereixen I'accié directa de mSOD1 en
la disrupcié de la funcié mitocondrial (Figura I-11). Agregats de SOD1
han estat trobats a I'inferior de la matriu dels mitocondris en casos de
ELA familiar i models animals mSOD1(Jaarsma et al., 2001; Higgins et
al., 2002; Pasinelli et al., 2004). Aixi com també s'ha descrit una
disminucié de ['activitat enzimdtica en la cadena de transport
d’electrons a nivell dels complexes |, Il i IV, en estadis inicials de la
malaltia, en models fransgenics mSOD1, tan in vivo com in vitro (Jung
et al., 2002; Menzies et al., 2002). Un treball més recent descriu com
mSOD1 es capacg de desmantellar I'associacid entre el complex IV i la
membrana interna del mitocondri, interrompent aqixi la cadena
respiratoria (Kirkinezos et al., 2005). Sembla ser que I'alteracié de la
funcionalitat de la cadena respiratoria mitocondrial activaria la

produccié de ROS. Aixd mateix s'ha observat en cultius de MN que
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expressaven mSOD1 (Kruman et al., 1999) i coincidia, alhora, amb els
resultats d'una série d'experiments realitzats sobre les MN rodanxes de
cervell, on el cianur inhibia el complex IV de la cadena respiratoria

(Bergmann i Keller, 2004).

CYTOSOL
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APOPTOSIS

MATRIX

Figura I-11. Mecanismes proposats en I'alteracié mitocondrial provocada per
mSOD1. mSOD1 ha estat localitzada en els mitocondris dels teixits afectats per
ELA. La proteina podria interferir en la cadena de fransport d'electrons
interrompent la fosforilacid oxidativa que déna com a producte ATP, alterant
aixi la funcid bioenergéetica de I'organul. mSOD1 podria bloquejar també els
mecanismes mitocondrials de tamponament de Ca?*. Els agregats de mSOD1
podrien interferir amb components dels processos d'apoptosi dependents de
mitocondri, com la proteina Bcl-2, duent a terme una activacié prematura de
la cascada apoptotica i afavorint I'alliberacid del citocrom C al citosol. S'ha
proposatf que mSODI1 podria bloquejar la maquinaria del complex
d'importacié de proteines, TOM (franslocator of the outer membrane) i TIM
(franslocator of the inner membrane). L'estrés oxidatiu degut a I'alteracié de
certes proteines mitocondrials contribuiria també a la disfuncié de I'organul
(Boilee et al., 2006).

Els mitocondris sén orgdnuls indispensables en els mecanismes
involucrats en la supervivencia celular, sent les ROS produides en els
mitocondris elements essencials en la regulacié dels processos

d’'apoptosi. Les ROS son inductores de la mort cellular: regulen tan els
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estadis inicials com finals de I'apoptosi, i la seva inhibicidé protegeix
contra la mort de la céldula (Fleury et al., 2002). Alhora, les ROS també
sén producte del propi procés d'apoptosi, degut a I'accié de tall que
les caspases exerceixen sobre els complexes | i Il de la cadena de
fransport d’electrons (Ricci et al., 2004). Hi ha un gran nombre de
proves bioquimiques que avalen l'activacié de la mort celular
programada dependent de mitocondris en la ELA (Brooke et al., 1986).
En particular, aguest procés ha estat detallat a nivell molecular en el
model de ratoli SOD1¢%3A (Guegan et al., 2001) i en cultius cellulars
que expressesn mSOD1 (Cozzolino et al, 2006). La proteina
proapoptdtica Bax es translocada a l'interior del mitocondri afavorint
I'alliberacié del citocrom C al citosol. Aguest, s'uneix amb la proteina
Apaf-1 activant la caspasa iniciadora casp?, que alhora activa les
caspases efectores casp3 i casp?, iniciant-se el procés d'apoptosi. En
concordanca amb aixo, s'ha observat que la inhibicié de I'alliberacio
del citocrom C del mitocondri allarga la vida mitja dels ratolins
SOD16%A (Zhu et al., 2002).

1.5.4 Agregats proteics intracel-lulars

Els agregats proteics son una caracteristica distintiva de patologia en
diverses malalties neurodegeneratives com sén  I'Alzheimer, el
Parkinson, el Huntington o la ELA. En el cas de la ELA s’han detectat
diferents tipus d'agregats proteics anormals, incloent-hi els cossos de
Bunina, les inclusions ubiquitinitzades i les inclusions hialines riques en NF
(Strong et al., 2005) (Taula I-2). Encara s'esta debatent perd si aquests
agregats juguen un paper clau en la patogénia de la malaltia, sén
inofensius i es generen com a productes del procés degeneratiu, sén
beneficiosos (segrestant proteines toxiques) o si sdn nocius per la

céldula (segrestant proteines essencials per al seu funcionament).
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Taulal-2. Trets patologics caracteristics en la ELA

Table 1. Pathological features seen in amyotrophic lateral sclerosis

Feature Description/location

Loss of motor neurons Evident in cortex, brain stem and spinal cord

Axonal spheroids Neurofilament aggregates in proximal axons of motor neurons

Bunina bodies Eosinophilic bodies found in the soma of anterior horn cells; these are

unique to amyotrophic lateral sclerosis

Ubiquitinated inclusions Predominantly found in lower motor neurons
‘Skein-like’ inclusions Threads/filamentous bodies
‘Lewy body-like’ inclusions Compact, dense bodies
Hyaline inclusions Large aggregates containing neurofilaments and other entrapped proteins

in the soma of motor neurons

(Goodall i Morrison, 2006)

Els agregats ubiquitinitzats son les inclusions més freqUents trobades,
tan en ELA esporadica com familiar. Aguestes inclusions presenten
immunoreactivitat per diferents tipus de filaments intermedis, com sén
els NF, suggerint una alteracid en el processament d'aguestes
proteines per part del sistema proteasoma-ubiguitina (Wong et al,,
2000).

mMmSOD1 és el major component dels agregats associats a la ELA
familiar. S’han detectat agregats de mSOD1 insoluble en MN i cellules
glials de pacients amb ELA familiar i en els models animals de la
malaltia.  Aixi mateix, aquests agregats apareixen abans, o
coincideixen, amb I'inici dels simptomes, i es van acumulant durant la
progressié de la malaltia (Bruijn et al., 1998). Els agregats intracelulars
interfereixen en diferents mecanismes (Figura [-12) afavorint la
degeneracié de les MN: 1)segresten compostos essencials per al
funcionament de la cellula com serien, els transportadors neuronals
de glutamat o les Hsp40 i Hsp70 (Watanabe et al., 2001; Shinder et al.,
2001). 2) redueixen I'activitat de les xaperones, encarregades de
catalitzar el replegament de les proteines, com en el cas de la
xaperona del coure per SOD1 (CCS o cooper chaperone for SODI)

(Bruening et al., 1999), i 3) alteren I'activitat de la via proteasoma-
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ubiquitina, provocant una disfuncié de la via normal de degradacid

proteica (Niwa et al., 2002).

L Protei
Mutation  Agdg rega?es

sSoD1 / !
Dimer %
g O Mitochondria

Other
Proteasome Chaperones

Proteins

Loss of Clogging of Depletion of Dysfunction of'
rotein proteasome chaperones mitochondria
unction with and/or other

through misfolded organelles

co-aggregation proteins

Figura 1-12. Mecanismes proposats per la toxicitat dels agregats de mSOD1
lligada a ELA (Boillee et al., 2006b).

El plegament incorrecte de les proteines es considera [I'iniciador
probable de la formacid d'agregats, es per aixo diversos treballs han
estudiat el paper de les Hsp en la ELA. La sobreexpressié de Hsp70,
Hsp40 i Hsp27 en cultius de MN disminueix el nombre d’'agregats,
augmenta la supervivencia i afavoreix el creixement axonal (Patel et
al., 2005, Takeuchi et al., 2002). Desafortunadament, aplicant aquesta
estrategia in vivo, en quatre linies diferents de ratolins mSOD1, no es
va aconseguir retardar la progressid de la malaltia ni millorar Ia

patologia (Liu et al., 2005).

Recentment ha estat descrit que, com els cossos de Bunina i les
inclusions ubiqUitinitzades, els agregats citoplasmadtics de TDP-43
(apartat 1.4.5 de la seccid Infroduccid) son també un tret comu en els

cassos de ELA esporadica i familiar (Van Deerlin et al., 2008).
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1.5.5 Transport axonal alterat

El citoesquelet és un element essencial en la determinacid de la forma
de la céldula, els seus moviments i el trafic infracel lular d'orgdnuls i
proteines. El citoesquelet de les neurones estd constituit per
microtUbuls, microfilaments d'actina i els anomenats filaments
infermedis o NF. Els NF sén les proteines del citoesquelet més
abundants en les MN i juguen un paper clau en la regulacid del
didmetre i creixement de I'axd, aixi com en la velocitat del transport
axonal d'orgdnuls i altres molécules (Xu et al., 1993). En la ELA, hi ha
diverses proves que confirmen I'alteracié del citoesquelet i el transport
axonal en MN de zones afectades per la malaltia. Una de les
caracteristiques histopatoldogiques tipiques de la ELA és I'acumulacid
aberrant de NF, tan en el soma de les MN com en els axons proximails.
La sobreexpressié de subunitats dels NF en ratolins transgénics provoca
un acoblament alterat d’aquests NF, acompanyat d’un transport
axonal aberrant i una disfuncid generalitzada de les MN (Lee et al.,
1994). Sorprenentment, la sobreexpressié de NF en ratolins SOD1G37R no
empitjora la progressié de la malaltia, sind que atenua la degeneracid
de les MN i augmenta la supervivéncia (Couillard-Despres et al., 1998).
En aquests animals I'acumulacié de NF estd incrementada en el soma
perd disminuida en els axons. Sembla ser que I'acumulacid de NF en el
citosol contrarestaria la toxicitat mitjancada per mSOD1, tamponant
certes reaccions infraceldulars perjudicials com serien els nivells
excessius de Ca?* (Couillard-Despres et al., 1998) o la fosforilacié de
certes proteines per part de la CDKS5 (cyclin-dependent kinase
5)(Nguyen et al., 2001a). A la vegada, la disminucié de I'acumulacié
NF en els axons d'aquests animals estaria protegint les MN mitjancant
la facilitacié del transport axonal, el qual s'ha vist disminuit en etapes
inicials presimptomatiques de la malaltia en animals SOD16%3A j
SODIG3R (Zhang et al, 1997; Borchelt et al, 1998; Wiliamson i
Cleveland, 1999).
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El complex dineina-dinactina, involucrat en el fransport axonal
retrograd rdpid, es troba alterat en la ELA. En MN d'animals SOD1693A
s'ha detectat colocalitzacié de dineina citoplasmatica amb agregats
de SODI1 (Ligon et al., 2005) observant-se un transport retrograd
defectiu. Aixi mateix, en pacients amb una forma de ELA familiar de
progressid lenta, s’han descrit mutacions en el gen de la dinactina
(Puls et al., 2003; Munch et al., 2004).

1.5.6 Neuroinflamacio

La microglia sén les céllules immunitaries del SNC, dotades d'una gran
capacitat fagocitica i migratoria. En el teixit nervidés adult, la microglia
es troba en estat quiescent, presentant un cos celdular petit, moltes
ramificacions fines i una baixa expressié d'antigens de superficie
(Garden i Moller, 2006). El fenomen neuroinflamatori apareix quan una
lesid desencadena I'activacié rdpida de les celdules de la microglia,
que adopten el fenotip de célilules citotoxiques, alliberant diversos
factors com glutamat, oxid nitric, ROS, citoquines proinflamatories i
prostaglandines. Aquesta transformacid és evident morfoldgicament,
passant d'un estat ramificat a un estat ameboide (Perry, 2004). La
microglia activada exerceix els seus efectes sobre les MN, perd alhora
també, sobre els astrocits i els oligodendrocits. L'activacid microglial,
pero, pot induir tan regeneracié com dany neuronal. Amb I'alliberacié
de citoquines anti-inflamatories, neurotrofines i factors de creixement,
aixi com amb I'eliminacié d'axons i neurones malmeses, la microglia
indueix la reparacid neuronal. En canvi, amb I'alliberacié de
citoquines proinflamatories, proteases lisosomals, ROS i via activacid
astroglial i fagocitosi cronica, la microglia pot induir dany neuronal
(Banati et al., 1993).

Estudis amb mostres post morfem de cervell i medulla espinal de
pacients amb ELA han detectat activacié i proliferacié de céldules

microglials i astroglials hipertrofiques en les drees afectades per la
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malaltia (Turner et al., 2004; Kawamata et al., 1992). Aquest fenomen
també s'ha detectat en els models murins transgénics abans de
I'aparicié dels primers simptomes i durant tot el curs de la malaltia
(Bruijn et al., 1997a; Hall et al., 1998b). Els factors alliberats per la
microglia afecten directament els astrocits, produint una disminucid de
I'expressid de factors neurotrofics per part d'aquestes céldules i
promovent, en canvi, I'dlliberacié de nous factors neuroinflamatoris
que reforcen I'activacid¢ de la microglia, creant un cicle

potencialment letal (Dong i Benveniste, 2001) (Figura I-13).

Resting Primed Activated
Microglia Microglia Microglia

IL-1
IL-6
Glutamate TNF-o

BD NF‘

NGFE Terp

3 Fractalkine

Y

'y

Damaged Dying
Neuton

Astrocyte IGF’

e Glutamate

Inflammato
mediators

Inflammatory
mediators

Figura 1-13. Interaccié neuroinflamatoéria entre microglia, astrocits i neurones.
En resposta a un estimul inicial, desconegut en la ELA, la microglia comenca a
produir citoquines proinflamatories i a regular a la baixa I'expressié de factors
de creixement, afectant tan MN com astrocits. En resposta a un segon estimul,
en aquest cas astrocitari, la microglia esdevé completament activa. Aquestes
cellules produeixen quantitats creixents de citoquines proinflamatories, RNI
(reactive nitrating intermediates), ROl (reactive oxigenating intermediates) i
glutamat. Els astrocits disminueixen I'expressié de factors de creixement i
dlliberen també glutamat i factors inflamatoris. Les MN, envoltades d'aquestes
senyals citotoxiques, acaben degenerant (Nguyen et al., 2001b).
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Tan en pacients com en animals mSOD1 es déna una sobreexpressid
de citoquines proinflamatories (TNFa, tumor necrosis factor alpha),
interleuquines (IL-1B, IL-6), prostaglandines (PGEz), ROS i ciclooxigenasa
2 (COX-2) (Nguyen et al., 2001b; Yasojima et al., 2001). També s’han
detectat nivells anormalment elevats de citoquines proinflamatories
com la MCP-la (monocyte quemoatfracttant protein 1 alpha) i el
MCSF (monocyte colony stimulating factor) o proteines del
complement com C3c, en plasma i LCR de pacients amb ELA
(Simpson et al., 2004; Goldknopf et al., 2006).

COX-2, produida en abunddncia per la microglia, és un enzim crucial
en la produccidé de prostaglandines i juga un paper important en la
neuroinflamacid. En mostres post mortem de pacients amb ELA i en
ratolins mSOD1 s'han detectat nivells elevats de mRNA i proteina COX-
2 qixi com també de PGEz, un dels seus productes (Almer et al., 2001).
L'Us de I'inhibidor de la COX-2, celecoxib, en els models animals de la
malaltia retarda I'inici dels simptomes i augmenta la supervivéncia
(Drachman et al., 2002), disminuint també els nivells de PGEz. Malgrat
qix0, cap dels inhibidors de COX provats han estat eficacos en els
pacients amb ELA (Cudkowicz et al., 2006). Una alire citoquina
particularment interessant i regulada a I'alca en ratolins SOD 16934, és el
TNFa. (Weydt et al., 2004). L'administracid del seu antagonista
comporta un lleuger augment de I'esperanca de vida d'aquests
animals (West et al., 2004).

Per altra banda, s’ha observat en els models animals de ELA i en cultius
mixtes de MN i céliules microglials que, mSODI1, actuant
extracel fularment o formant agregats a I'interior de la microglia, és un
potent activador de la resposta inflamatoria, promovent I'activacié de
les celdules microglials i incrementant la seva neurotoxicitat (Beers et
al., 2006; Harraz et al., 2008; Zhao et al., 2010).
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Tot i que la participacid dels processos de neuroinflamacié en la
patologia de la ELA és clara, encara es desconeix si sén una causa

primdria o una conseqgiéencia de la neurodegeneracio.

1.5.7 Autoimmunitat

Diversos estudis han suggerit el paper d'un possible mecanisme
autoimmune en la patogénia de la ELA (Appel et al., 1991; Smith et al.,
1996; Haggstrom et al., 1997), tot i que les proves que li donen suport
no sén del tot concloents. Moltes de les caracteristiques propies de les
malalties autoimmunes no han estat frobades en la ELA, com
I'associacid amb tipus d’histocompatibilitat o la millora terapéutica
enfront tractaments immunosupressors (Brown et al., 1986; Drachman
et al., 1994).

S'ha descrit, pero, I'existencia d’'anticossos circulants contra canals de
Ca?* dependents de voltatge (VGCCs, voltage-gated calcium
channel) en el serum de pacients amb ELA espordadica (Appel et al.,
1995). Aquest anticossos provoguen I'entrada de Ca?+ per activacid
dels VGCCs en MN en cultiu, facilitant la degeneracié i mort de les
cellules per fendmens d’'excitotoxicitat. Alhora, la transferencia
passiva d'aquests anticossos a ratolins, altera I'homedstasi intracel {ular
dels Ca?* i produeix canvis estructurals en les MN d’'aquests animals
(Engelhardt et al.,, 1995; Engelhardt et al., 1997). S’ha comprovat
també que aquests anticossos anti-VGCCs sén citotoxics per la linia
celdular hibrida de MN VSC4.1, de forma Ca?* extracellular-
dependent. La citotoxicitat desapareix preincubant els anticossos amb
antagonistes dels VGCCs o amb subunitats adillades dels VGCCs (Smith
et al., 1994).

Aixi mateix, s’han detectat anticossos contra antigens motoneuronals
en el serum i LCR de pacients amb ELA, identificats com anticossos
anti-gangliosids GM1 i GM1a (Pestronk et al., 1988; Niebroj-Dobosz et
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al., 1999; Mizutani et al., 2003). Els gangliosids sén glucoesfingolipids
gue contenen dcid sidlic, presents en elevada concentracié a les
membranes de les neurones, tan en substancia blanca com gris, i
preferentment distribuits en terminals nerviosos (Marconi et al., 2005). Es
desconeix encara el significat de la preséncia d'anticossos contra
aqguest antigen, ja que no es troben sempre en el serum de pacients
amb ELA i, alhora, també es tfroben en el sérum de pacients amb altres
malalties neurologiques (Lamb i Patten, 1991; Gallardo et al., 2001).
Diversos estudis han descrit la presencia d'altres anticossos en serum
de pacients amb ELA, tan espordadica com familiar: anticossos contra
sulfoglucuronil paraglobdsid (Ben Younes-Chennoufi et al., 1995),
contra I'acetilcolinesterasa d'eritrocits (Haggstrom et al., 1997), contra
el receptor d’ACh (Okuyama et al., 1997), contra NF (Couratier et al.,
1998) i contra Fas (Sengun i Appel, 2003). La citotoxicitat del serum de
pacients amb ELA contra eritrocits ha estat confirmada (Conradi i
Ronnevi, 1985) aixi com la preséncia d'immunoglobulines confra
eritrocits en la saliva d'aquests pacients (Conradi et al., 1990).
Aquestes troballes, perd, no han estat relacionades amb la progressid

de la malaltia, el sexe o I'edat dels pacients.

En els Ultims treballs publicats, s'ha descrit que la injeccié
intraperitoneal d'immunoglobulines G (IgG) de pacients amb ELA en
ratolins, produeix la degeneracié de les MN d'aquests animals,
acompanyada d'un increment en la concentracié intracelular de
Ca?* (Pullen et al., 2004; Pagani et al., 2006). Al cap de 24 h de la
injeccid, les IgG eren trobades en el SNC dels ratolins, a I'algcada dels
axons terminals de la segona MN, localitzades més concretament en
els microtUbuls i en el RE rugds (Engelhardt et al., 2005). La injeccid
d'aquestes IgG en unié neuromuscular de ratolins produia alteracions
en la plasticitat sindptica dels terminals nerviosos (Fratantoni et al.,
2000). El significat de la presencia d'aquests anficossos és encara

desconeguda i lamentablement, els assajos clinics realitzats amb
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terdpia immunosupressora no s'han mostrat eficacos en el tractament

de la ELA.

1.6 Diagnostic de la malaltia

En abséncia d'un test diagnostic definitiu, la diagnosi de la ELA es
realitza amb la clinica, basant-se principalment en la deteccié de
signes i simptomes de deteriorament de les MN superiors i inferiors. Els
criteris formals per al diagnostic de la ELA es van definir I'any 1994,
amb I'acceptacié del criteri de El Escorial (Brooks, 1994). Aquest criteri,
especifica els grau de certesa diagnostica en relacié a I'extensid de la
malaltia (Figura I-14). Fins ara, s'han definit 4 regions en el SNC a fenir
en compte: tronc de I'encéfal, regid cervical, regid tordcica i regié
lumbosacra. Els simptomes motors que normalment s’avaluen sén la
debilitat i atrofia muscular, I'espasticitat (contraccié permanent de la
musculatura) i la hiperreflexia, els quals empitjoren progressivament

durant el curs de la malaltia.

Debilidad Hipemeflexia Espasticidad Atrofia

Progresidn en el tiempa
Velocidad de

EMG Neuraimageneas TRl Biopsia
Neuropatologia
| | | I 1
Signos en NMS sdlo =
¢ 1regibn NMS + NMI NMS + NMI en 1 NMS + NMI MMS + NMI
Signos en NMI s6lo en en 1 regién regién o zMI =1 en 2 regiones en 3 regiones
= regién region
Sospecha de ELA Posible ELA EMG: denervacion Probable ELA ELA definida
agudaen =2
I miembros
I
DMA/gen Probable ELA
identificado apoyada en Laboratorio
ELA de tipo familiar MMI = neurona metora inferior
apoyada en Laboratorio MMS = neurona motora superior

Figura 1-14. Criteris de El Escorial per al diagnostic de la ELA. EMG,
electromiografia (adaptat de Brooks, 1994).
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Les proves a les que normalment son sotmesos els pacients sén la
electromiografia (EGM), la qual detectard les alteracions motores
causades per la degeneracid de les motoneurones inferiors, la
ressondncia magneética i I'assaig de velocitat de conduccié dels
nervis. D'acord amb els resultats d'aquestes proves es poden realitzar
examens d’orina i sang per descartar altres malalties, aixi com també

una bidpsia muscular.

La ELA clinicament definida és aquella que presenta alhora signes
d'alteracié en MN superiors i inferiors en 3 de les regions abans

esmentades.

1.7 Tractament de la ELA i estratégies terapéutiques

En aquest moment, no existeix encara cap tractament farmacologic
efectiu en la ELA. El Riluzol, bloquejant de la tfransmissid glutamatérgica
(veure seccid 1.5.1 de la introduccid), es I'Unic farmac aprovat per la
FDA (Food and Drug Administration) en el fractament de la malalfia.
Malgrat tot, la seva eficacia és limitada donat que no millora la funcié

muscular i tan sols retarda la progressié de la malaltia en uns mesos.

Els Ultims estudis en terapia genica per al fractament de la ELA familiar,
deguda a mutacions en el gen de la SOD1, estan provant la viabilitat
de I'Us de nucledtids antisentit (Smith et al., 2006) o RNA d'interferéncia
per aquesta proteina (Raoul et al., 2005) en els models animals
transgenics mSOD1. La viabilitat de I'administracié intratecal de
nucledtids antisentit en aquests animals ha estat demostrada i els

assajos clinics segueixen en curs.

En el cas de la ELA de tipus esporddica s'estan duent a terme un gran
nombre d'assgjos clinics. Entre d'alires, s'ha demostrat que
I'administracié intracerebroventricular de VEGF en ratolins mSOD1

retarda I'aparicié dels primers simptomes i allarga la vida mitja

d'aquests animals (Azzouz et al., 2004; Storkebaum et al.,, 2005).

61



Introduccid

Altrament, s’estan provant farmacs amb propietats anti-excitotoxiques.
El Talampanel, un antagonista dels AMPARs, estd actualment en la
fase Il dels assajos clinics i la ceftrioxona, un farmac que augmenta
I'expressid de EAAT2 i la supervivéncia dels animals mSOD1 (Rothstein
et al., 2005), estd sent investigada ja en humans (Van Damme i
Robberecht, 2009). En un altre estudi s’"ha observat que el liti retarda la
degeneracié de MN en ratolins mSOD1 i incrementa la supervivéncia
en pacients amb ALS (Fornai et al., 2008), tot i aixd, la publicacid de
diversos freballs amb resultats contraris fan dubtar de la veritable

eficacia del liti.

Molts dels assajos terapeutics realitzats en els Ultims anys han tingut
resultats negatius. La gran majoria dels compostos analitzats sén
efectius en els models animals mSOD1, perd ineficacos en humans, i
aquest fet ha generat una discussié sobre si els models animals
fransgénics sén una eina Util en I'estudi de tractaments per la ELA
esporadica. En els Ultims anys, la troballa de mutacions en TDP-43 i
agregats d'aquesta proteina en casos de ELA esporddica, perd no en
els models animals mSOD1, ha despertat la necessitat de generar nous

models tfransgenics TDP-43.

2. El receptor de glutamat de tipus NMDA

El glutamat és el principal NT excitador del SNC i els seus receptors
tenen un paper vital en la regulacié de la transmissié sinaptica

excitadora.

Els NMDARs son canals de membrana de Ca?t, pertanyents a la familia
dels receptors ionotropics de glutamat, que juguen un paper clau en
el desenvolupament neural i en els processos relacionats amb la
plasticitat sinaptica, potenciacié a llarg termini (LTP o Long-term
potentiation), aprenentatge i memoria (Asztely et al., 1996). Alhorg,

I'alteracio dels NMDARs pot activar vies de mort celdular en una gran
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varietat de desordres neuroldogics com serien I'epilepsia, el dany
isquémic cerebral, el Parkinson, I' Alzheimer, la Corea de Huntington o
la ELA.

Els receptors de glutamat es poden dividir en ionotropics (associats a
canals permeables a ions) i metabotropics (associats a proteines G).
Aquests Ultims, no condueixen corrent directament sind que, a través
de senyals a la proteina fosfolipasa C, alliberen Ca2* dels reservoris
intfracelulars, o, a través d'adenilat ciclasa, modulen altres canals

ionics i vies bioquimiques intracel Julars (De Blasi et al., 2001).

21 Receptors ionotropics de glutamat

Els receptors ionotropics sén canals ionics que s'obren per unid a
ligand, en aquest cas a glutamat, permetent I'entrada d’ions
carregats com sén el Na* i el Ca?* a través del porus situat al centre
del complex del receptor. Aguest flux d'ions déna com a resultat la
despolaritzacié de la membrana plasmdtica i la generacié d'un
potencial d'accié que és propagat al llarg de I'axd. Els receptors
jonotropics de glutamat sén complexes formats per 4 o 5 subunitats,
classificats en 3 grups segons les seves caracteristiques estructurals i
morfoldgiques, i I'agonista al qual responen: NMDA, AMPA i Kainat
(Figura |-15). Aquests receptors tenen en comU una permeabilitat

substancial a Na* i K+, i una permeabilitat variable a Caz+.
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lonotropic Glutamate Receptors

Kainate

GluN1l GIuN2A-D GIuN3A,B GluAl-4 GluK1-5

Figura 1-15. Classificacié dels receptors ionotropics de glutamat amb la
nomenclatura més recent acceptada per la IUPHAR (International Union of
Basic and Clinical Pharmacology)(adaptat de Collingridge et al., 2009).

Els AMPARs son els receptors de glutamat més abundants en les MN i
estan relacionats amb la transmissid excitadora rapida, mentre que els
NMDARs estan implicats en la transmissié excitadora a llarg termini. Els
receptors de Kainat, involucrats en processos de plasticitat sindptica,
comparteixen agonista amb els AMPA, agrupant-los sovint com una
mateixa entitat anomenada “receptors AMPA/Kainat” o receptors “no
NMDA" (Bigge, 1999).

En adults, la subunitat GIuNT del NMDAR s’expressa de forma ubiqua
per tot el SNC. GIuN2A s'expressa predominantment en cervell, GIuN2B
es troba restringit al prosencéfal, GIUN2C al cerebel i GIUN2D a petits
grups de céldules en regions especifiques del cervell (Kohr, 2006).
L'expressi6 de NR3A i NR3B disminueix drdasticament en adults i es
localitza selectivament al talem, I'amigdala i el nucli del tracte

olfactori lateral (Low i Wee, 2010).

2.2 Estructura del receptor de NMDA

Els NMDARs son tetramers heteromers formats per I'assemblatge de
dues subunitats GIuNT i dues GIuN2. GIuNT és un component essencial

dintre del complex del NMDAR, i pot interactuar amb qualsevol dels 4
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tipus de subunitats GIUN2 (GIUN2A-D), les quals son producte de 4 gens
diferents. Les combinacions d’ambdues subunitats donen lloc a un
gran nombre de NMDARs amb diferents propietats biologiques i

farmacologiques.

A més de la variabilitat donada per I'Us de diferents subunitats GIuN2,
existeixen mdltiples variants d’empalmament de la subunitat
GluNT1 (Figura I-16). Hi ha dues regions en I'mRNA de GIuNT on es pot
dur a terme aquest empalmament: en I'exd 5 del domini N-terminal i

en els exons 21 i 22 del domini C-terminal.

5
32':::1011 SRR, Figura 1-16. Estructura de la

Ligand subunitat GIuN1 del NMDAR.
GIuN1 consta d'un domini N-
terminal extracelular seguit
d'una llarga nansa que
correspon al domini d'unidé a
ligand, quafre segments
fransmembrana (TMI-IV) i un
domini curt C-terminal
infracelfular. Es mostren les
regions sotmeses a
variacions d'empalmament
alternatiu (fins a  wvuit
variants).

Intracellular

Aquestes variants d'empalmament sén importants en la regulacié de
les inferaccions intracel fulars del receptor amb altres proteines, com la
PSD-95, encarregada de I'acoblament del NMDAR amb I'oxid nitric

sintasa neuronal (Dingledine et al., 1999).

Per a l'activacidé del NMDAR, apart del glutamat, es necessita un
coagonista, la glicina. El lloc d'unié per als dos neurotransmissors es
froba en diferents subunitats, la glicina s'uneix a GluNT mentre que el

glutamat ho fa a GIuN2. La subunitat GIUN2 posseeix també un lloc
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d'unié a poliamines, molecules reguladores que modulen el
funcionament del NMDAR.

Totes les subunitats del receptor comparteixen una estructura bdsica

comuna (Figura I-16) (Wollmuth i Sobolevsky, 2004):

1) Un domini N-terminal de 350 aminodcids, lloc d'unié de diversos
moduladors allosterics del receptor com el Zn2+, I'H* i les poliamines

espermina i espermidina.

2) Un domini d'unié a lligand, format per una nansa llarg entre el
domini N-terminal i el primer segment transmembrana (TMI) i una

nansa extracel {ular entre els segments TMIIL i TMIV.

3) Quatre regions hidrofobiques transmembrana (TMI-TMIV) a la

regié central de la seqUéncia.

4) Un domini C-terminal on s'uneixen proteines intermedidries d'unié
al citoesquelet, proteinquinases, proteinfosfatases i altres molécules

intermedidries en la regulacié de vies de senyalitzacié intracel {ular.

2.3 Activacio del receptor de NMDA

A potencials de membrana en repds, els NMDARs es troben inactius.
Aquest fet ve donat per un bloqueig voltatge-dependent del porus del
receptor amb ions Mg?. Quan la membrana plasmatica es
despolaritza, el Mg?+ es dlliberat del complex del receptor i, per I'accid
dels coagonistes glutamat i dglicina, es produeix un canvi
conformacional del canal, permetent lI'entfrada de Ca? i Na* a
I'interior de la céldula i la sortida de K* (Mayer i Westbrook, 1987). El
canal associat al NMDAR presenta una major permeabilitat a Ca?*
que els associats a receptors AMPA i Kainat, aixi com una cinética

d'activacié-inactivaciéo més lenta (Forsythe i Westbrook, 1988).
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El receptor té una serie d'agonistes, moduladors allosterics i farmacs

gue poden regular la seva activitat (Figura I-17).

Channel Blockers Antagonists
m Memantine @ APV
. B Mz 2/576
® Mg & tenprodi

Y zn*

Modulators
¢} Polyamines
Y Zn*

Agonists
o) Glutamate

NMDA
Coagonists

Glycine
D-serine

< NR1 alternative splicing ® Phosphorylation sites

Figura 1-17. Representacié esquematica de I'estructura del NMDAR i la seva
farmacologia. El Zn?* extracel ular pot actuar com un modulador allostéric
negatiu del canal o, alhora, com un antagonista selectiu dels NMDARs que
contenen la subunitat GIuN2A. Les poliamines, en canvi, actuen com a
moduladors positius, tfot i que, a altes concentracions, poden bloquejar el
NMDAR. L'APV (2-amino-5-phosphovalerate) i el Mrz 2/576 actuen com
antagonistes competitius, mentre que I'ifenprodil és un antagonista selectiu
dels NMDARs que confenen la subunitat GIuN2B. El Mg?*, la memanting, i
també I'MK-801 actuen com a bloguejants del canal. L'NMDAR pot ser
modulat també per agents redox oxidants, protons extracel {ulars i pH (Danysz i
Parsons, 1998).

2.4 Funcions del receptor de NMDA

Com ja hem comentat anteriorment, els NMDARs fenen un paper
essencial en els processos de plasticitat sindptica perd també en el
desenvolupament del SNC i la transmissié de la senyal excitadora (Bliss
i Collingridge, 1993). La sobre-estimulacio dels NMDARs, pero, també

pot causar mort cellular deguda a excitotoxicitat per Ca?*, en certes
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condicions patologiques (Lipton i Rosenberg, 1994). Aixi, els NMDARS
findrien un efecte dual, amb la capacitat d'actuar en vies de

senyalitzacié que promouen la supervivencia o la mort neuronal.

En condicions fisiologiques normals, els NMDARs activen diverses vies
de senyalitzacié intracel lular, essencials per la supervivencia neurondal,
com serien les vies de les MAPKs (mitogen-activated protein kinase) i la

de I'0xid nitric (NO o nitric oxide).

2.41 Vies de senyalitzacio de les MAPKs

Les MAPK sdn proteinquinases que regulen diverses activitats celulars
com serien |'expressié de gens promotors de la plasticitat sindptica, la
mitosi, la diferenciacid cellular, la supervivencia i I'apoptosi.
L'activacié del NMDAR i I'estimulacié electrica rapida indueixen la
fosforilacio de les MAPKs activant-les (Haddad, 2005).

L'entrada de Ca?* a través del NMDAR provoca la generacid d'AMP
ciclic (cAMP) i I'activacio de la proteina quinasa A (PKA) que fosforila
les MAPKs ERK1 o MAPKERKI/p44 (extracellular signal-regulated kinasel) i
ERK2 o MAPKERK2/p42 Aquestes actuen sobre els seus factors de
franscripcié diana, Elk-1 i CREB (cAMP-response element-binding
protein), entre d'altres, activant-los, amb la subseqlent transcripcid
dels gens associats a plasticitat sindptica (Vossler et al., 1997; Abel et
al., 1997). Un estudi més recent, descriu una ruta alternativa
d'activacié de les MAPKs via el proto-oncogen Ras (Sweatt,
2001) (Figura 1-18).
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NMDA-R
. Figura 1-18. Vies de senyalitzacid
CaMKll +—— 332* dela 1ranf:rfpci6 de g.ens associats
/ oM a plasticitat activades  per
/ : 'enfrada de Ca?* a fravés del
RasGRF AC \ NMDAR. AC, adenylate cyclase;
[ '/ | CaM, calmodulin;  CaMKIl i
SynGAP e cAMP '| CaMKIV, Ca?*/calmodulin-
| ] | dependent kinase Il i IV; CAMP,
PKA l cyclic AMP; CREB, cAMP-response
v l \ CaMKIV element-binding  protein;  MEK,
Ras Rap-1 | ‘ MAPK/ERK kinase; PKA, protein
f || | kinase A; PKC, protein kinase C;
Raf B-Raf | | Rap-1, Rasrelated protein 1;
T~ |' | RasGRF, Ras  protein-specific
MEK I|I | guanine nucleotide-realising
l || / factor; Rsk-2, p90 ribosomal $é
M”‘?'MQ‘K || protein kinase 2; SynGAP, synaptic
'|| Rz | Ras-GTPase  activating  protein

\ ' (Waltereit | Weller, 2003).

Nov

Plasticity-associated Gene Induction

2.4.2 Via de senyalitzacio de I’oxid nitric

El NO és un gas incolor i poc soluble en aigua produit en petites
quantitats en mamifers, on actua com a missatger bioldgic. Es
caracteritza per una vida mitja curta i la capacitat de difondre
lliurement per membranes celdulars. EIl NO es sintetitza en diferents
tipus cellulars a partir de I'extrem N-terminal de I'aminodcid L-argining,
formant-se també L-citrulina (Nathan, 1992). Aquesta reaccié es

catalitzada per la NO sintasa (NOS).

En el cervell, I'entrada de Ca?+ a través dels NMDARs estimula I'accié
de la NOS neuronal o NOS de tipus 1T (nNOS o NOSI1). Aguesta
estimulacio és possible gracies a la colocalitzacié del NMDAR i la nNOS
a través de la PSD-95 (postsynaptic density protein 95) que, grdcies a la

calmodulina (CaM), assegura que el Cazt que entra pel canal del
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receptor sigui selectivament acoblat a la nNOS (Aoki et al., 1997;

Brenman et al., 1996)(Figura I-19).

G

@ Ca®*
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ONOO™ S-Nitrosylation — Caspases
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cGMP PDI
GAPDH

NMDAR
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Figura 1-19. Activacié de la nNOS per l'influx de Ca?* a través del NMDAR i
produccié de NO. El NO activa la guanilat ciclasa soluble (sGC) per produir
GMP ciclic (cGMP). L'activitat excessiva del NMDAR duu a una
sobreproduccié de NO que pot ser neurotoxica. La S-nitrosilacié de proteines
com Parkina (una E3 ubiquitina lligasa), PDI (protein disulfide isomerasa),
GADPH o la metaloproteinasa MMP-9 contribueix al dany i la mort neuronal. Els
efectes neurotdoxics del NO també poden ser deguts al ONOO-.
Alternativament, la S-nitrosilacié també pot tenir efectes neuroprotectors per
la célula, inhibint I'activitat de les caspases o prevenint la sobreactivacio dels
NMDARs (Nakamura i Lipton, 2007).

El NO produit per l'activacid del NMDAR s'ha vist implicat en
nombroses funcions tals com la supressid de les descarregues reflexes
dels sistema simpatic periféric o la vasodilatacid cerebral (Meng et al.,
1995), perd també en la produccié de radicals lliures ligada a la mort

neuronal per excitotoxicitat per glutamat (Montoliu et al., 2001).
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3. Les semaforines

Les semaforines, també anomenades colapsines, sén una familia de
glicoproteines, secretades o associades a membrana, identificades
inicialment en el sistema nerviés com molécules inhibidores del
creixement axonal (Kolodkin et al., 1993). Posteriorment es va descriure
que les semaforines incloien membres amb activitat quimiorepulsiva i
guimioatraient, involucrats en la regulaci® de processos com la
migracié celdular, la guia del conus de creixement de I'axd, la
sinaptogénesi, la densitat i maduracid de les espines dendritiques
(Tran et al., 2007).

Les semaforines estan dividides en 8 subfamilies en base a
I'organitzacid dels seus motius estructurals i I'origen de I'espécie on
van ser descrites (Figura I-20). Les classes 1 i 2 pertanyen a invertebrats,
les classes 3-7 a mamifers i la classe 8, també anomenada V,

correspon a les semaforines virals.

Les plexines, proteines transmembrana de tipus 1 amb un domini
citoplasmatic amb homologia Ras GAPs (GTPase-activating proteins)
altament conservat, actuen com a molécules receptores de les
semaforines (Winberg et al., 1998). Les plexines poden interactuar tan
amb les semaforines presents en cellules adjacents com amb les que
es froben en forma soluble. Tan sols la classe 3 de semaforines
requereixen de les neuropilines, proteines fransmembrana amb dominis
intfracel {ulars curts sense activitat enzimatica, com a co-receptors per

a la senyalitzacié a través de plexines (Kolodkin et al., 1997).

71



Introduccid
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Figura 1-20. Familia de proteines de les semaforines. Totes les semaforines
contenen un domini d'uns 500 aminodcids, a I'extrem N-terminal, anomenat
domini Sema, seguit en algunes classes, per un domini immunoglobulina (Ig).
Les classes V, 2 i 3 son secretades, mentre que la resta estan unides a la
superficie celdular per un domini transmembrana o un domini d’ancoratge GPI
(glycosylphosphatidylinositol). La classe 5 conté un domini de repeticions de
tromboespondina i la classe 3 un domini C-terminal bdsic (Eickholt, 2008).

Dintre de les semaforines, la classe 3 ha estat una de les més
estudiades i la isoforma Sema3A, relacionada amb el collapse del
conus de creixement de I'axd, la quimiorepulsid i I'apoptosi neuronal,
ha estat examinada en detall. La classe 3 es sintetitza majoritariament
com a precursors protfeics inactius que requereixen un processament
proteolitic. Els resultats del procés proteolitic son diferents isoformes
qgue difereixen en la seva activitat repulsiva depenent del tall realitzat.
Si el tall es readlitza a I'extrem C-terminal s’augmenta |'activitat
repulsiva, perd si el tall es produeix dins el domini Sema, la seva

activitat queda inhibida (Adams et al., 1997). Sema3A és un potent
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inhibidor del creixement dels axons del gangli raquidi embrionari (Luo
et al., 1993), dels ganglis simpatics (Koppel et al., 1997) i de les MN
espinals (Varela-Echavarria et al., 1997). In vitro, Sema3A repel leix
axons hipocampals (Chetodal et al., 1998) i projeccions axonals
corticals (Polleux et al., 1998). Més recentment s'ha relacionat I'accid
de Sema3A en la patogeénesi de malalties neurodegeneratives com
I'Alzheimer i la ELA. S'ha detectat una alteracid en la senyalitzacid de
Sema3A en malalts d’Alzheimer que provoca la seva internalitzacié en
neurones hipocampals promovent la degeneracié d'aquestes cél {ules
(Good et al., 2004). A més, en models animals de ELA SOD1¢%A s'ha
descrit una sobreexpressid de Sema3A en céllules Schwann terminals
a nivell de la unié neuromuscular, provocant la retraccié de I'axd i la
degeneracid de les MN (De Winter et al., 2006).
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Objectius

La ELA és una malaltia neurodegenerativa complexa i de pronostic
fatal que afecta selectivament les MN de la banya ventral de la
medulla espinal, del cortex cerebral i del fronc de I'encefal. Tot i que
s'han descrit diversos mecanismes patogénics, no excloents entre ells,
implicats en la progressié de la ELA, els factors determinants de I'inici

de la patologia sén, avui dia, encara desconeguts.

Per una banda, molts treballs evidencien la preséncia d'alteracions
degudes a excitotoxicitat per glutamat en els teixits afectats per la
malaltia, tan en pacients amb ELA de tipus esporadica com familiar,
aixi com també, en els models animals transgenics. Alhora, la
implicacié dels receptors ionotropics de glutamat en els processos
d’'excitotoxicitat que duen a la degeneracié de les MN en la ELA, ha
estat també clarament observada en diversos estudis (seccié 1.5.1 de
la infroduccid). Per altra banda, tan la deteccié de diferents tipus
d'autoanticossos en serums de pacients amb ELA, com la toxicitat
exercida per les IgG de malalts sobre les MN, I'homedstasi del Ca?+ i els
processos de plasticitat sindptica, observada en experiments in vivo iin
vitro, donen suport a la hipodtesi de la implicacié d'un mecanisme de
tipus autoimmune en la patogénia de la ELA (seccié 1.5.7 de la

infroduccid).

Tenint en compte aquests antecedents, en la primera part d'aquest
estudi s'"ha analitzat I'accié directa del sérum ELA sobre el receptor de
glutamat de tipus NMDA. Aixi mateix, en la segona part de I'estudi, i
amb collaboracié amb un treball iniciat al Departament de
Neurobiologia Cel{ular de la Facultat de Medicina de la Universitat de
Lleida-IRBLLEIDA, s'ha dissenyat un assaig d'ELISA per la deteccié

d’autoanticossos circulants contra Semaforina 3A en serums ELA.

Per dur a terme aquest estudi es van plantejar els seglents objectius

especifics:
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OBJECTIU 1. Avaluar I' efecte dels séerums patologics ELA sobre el

receptor de glutamat de tipus NMDA GIuN1/GIuN2A expressat en

oocits de Xenopus laevis.

Explorar i caracteritzar 'efecte dels sérums humans control i
patologics sobre oocits de Xenopus injectats amb aigua DEPC o
amb el cRNA del NMDAR.

Avaluar I'accié de la fraccié de IgG de serums humans control i
patologics sobre oodcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC o
amb el cRNA del NMDAR.

Mesurar I'efecte del serum de rates transgeniques mSOD1 G93A
en oodcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC o amb el cRNA
del NMDAR.

OBJECTIU 2. Detectar la possible preséncia d'autoanticossos circulants

en serums patologics ELA.

78

Establir un protocol d'ELISA per detectar la unié d'anticossos
circulants en serums control i patoldgics a peptids comercials de
SemagdA.

Detectar la preséncia d'autoanticossos circulants contra

proteina Sema3A recombinant en sérums control i patologics.
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Materials i Métodes

1. Obtencid i preparacio de les mostres de sérum

1.1. Mostres de sérum huma control i patologic

En collaboracié amb el Banc de Sang i Teixits de L'Hospital Universitari
de Bellvitge (HUB) es van obtenir mostres de sang provinents de 14
subjectes, 7 homes i 7 dones, en un rang d’'edat entre els 20 i els 68
anys, i sense cap tipus d'afectacid neuroldgica coneguda, que van
ser utilitzades com a mostres control. Les mostres de sang es van
recollir en tubs de vidre sense cap tipus d’'agent anticoagulant i es van
deixar a temperatura ambient durant 1h. Després es van centrifugar

durant 15 min a 1000 g per tal d'obtenir-ne el serum.

Les mostres de sérum provinents de pacients diagnosticats clinicament
amb ELA de fipus esporadica, seguint els criteris de El Escorial (Brooks,
1994), van ser cedides per la Dra. Monica Povedano del Departament
de Neurologia del HUB-IDIBELL. El procés d'extraccid de la sang i
obtencié del serum es va realitzar d'acord amb la normativa del
comité étic del HUB i amb el previ consentiment dels pacients. Es van
obtenir mostres de sérum de 14 pacients d'ELA, 5 dones i 9 homes, en
un rang d'edat entre els 47 i els 75 anys, i amb una durada mitja de la
malalfia de 3 anys i 6 mesos. 10 d’aquests pacients van tenir un inici de
la malaltia de ftipus espinal, 2 d’'ells un inici de fipus bulbar i en els 2
casos restants es desconeixia el fipus d'inici dels simptomes. Els

pacients estaven fractats amb Riluzol.

Les dades cliniques dels pacients es troben resumides a la Taula M-1.
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Taula M-1. Caracteristiques cliniques dels pacients amb ELA esporadica
utilitzats en I'estudi.

Sporadic Male/Female Age of onset Site of onset  Survival Treatment
ALS patients (years) (years)

ALS 1 Female 57 Limb 4.3 Riluzole
ALS 2 Male 63 Limb 5.2 Riluzole
ALS 3 Female n/a n/a n/a n/a
ALS 4 Male 69 Limb 7 Riluzole
ALS 5 Male 64 Limb 1.8 Riluzole
ALS 6 Male 57 Limb 2.7 Riluzole
ALS 7 Female 75 Bulbar 2.6 Riluzole
ALS 8 Male 47 Limb 2.3 Riluzole
ALS 9 Male 49 Limb 4.2 Riluzole
ALS 10 Female n/a n/a n/a n/a
ALS 11 Male 54 Limb 2.4 Riluzole
ALS 12 Male 67 Limb 2 Riluzole
ALS13 Male 56 Limb 6.9 Riluzole
ALS14 Female 57 Bulbar 2.3 Riluzole

n/a, not available

A través de la Unitat de Neurobiologia Celdular de la Facultat de
Medicina de la Universitat de Lleido-IRBLLEIDA es van obtenir mostres
de serum de pacients amb altres malalties de tipus neuromuscular.
Aquestes mostres van ser inicialment cedides per la Dra. Isabel llla del
Servei de Neurologia de L'Hospital de Sant Pau de Barcelona. Les
mostres van ser obtingudes d'1 pacient amb Miastenia Gravis (MG), 1
pacient amb Pardlisi Bulbar Progressiva (PBP) i 4 pacients amb Lower
Motoneuron Disease (LMND) i van ser utilitzades com a mostres control

de malaltia.

Totes les mostres de sérum es van sotmetre a un xoc térmic de 56°C
durant 30 min per tal d'inactivar el sistema del complement i es van
dialitzar amb membranes de didlisi Dialysis Tubing Cellulose Membrane
(D9527, Sigma, St. Louis, MO, USA). 1 ml de cada mostra es va dialitzar
durant 24h a 4°C, contra 2 | de sérum fisiologic al 0.9% (NaCl 9 g/l') i
amb 3 canvis de solucid, de 2 | cadascun, per tal d'eliminar el

glutamat i totes les molécules més petites de 12000 Da.
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Finaiment, les mostres de sérum van ser daliquotades i

emmagatzemades a -80°C fins al seu Us.

1.2. Mostres de sérum del model de rata transgénica
mSOD1 G93A

Les mostres de serum del model animal de la malaltia van ser cedides
per la Dra. Anna Casanovas del Departament de Neurobiologia
Celdular de la Facultat de Medicina de la Universitat de Lleida-
IRBLLEIDA. Es van obtenir mostres de serum de rates mascles i femelles
de la soca Sprague-Dawley amb I'insert NTac: SD-TgN (SOD1 G93A)
(Taconic Farms, Germantown, NY, USA). Les mostres de serum control
es van obtenir de rates Sprague-Dawley WT del mateix fons genetic

(Taconic Farms, Germantown, NY, USA).

El curs temporal de la progressié de la malaltia que desenvolupen els
animals pot tenir petites variacions entre individus, pero, generalment,
una vegada s'inicien els primers simptomes, la progressié de la malaltia
es relativament rapida, provocant la mort de I'animal, com a molt, als
5 mesos d'edat. Es van obtenir mostres de serum de cada animal a
P30, P60, P90 i P120 dies que havien estat tractades, en el laboratori
d'origen, com les mostres de sérum humad descrites en I'apartat

anterior.

1.3. Obtencié de la fracciéo d’Immunoglobulines G dels

serums

La fraccid d'IgG del serum d'individus control i pacients d'ELA es va
purificar per cromatografia d'afinitat seguint el protocol del kit Protein
G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Sweden).

100 yl de sérum es van carregar en una Unitat de Filtracié per
Centrifugacid de 0.45 um  (UFC30HV25, Ultrafree-MC, MILLIPORE
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lberica, Madrid, Spain) que contfenia 60 ul de proteina G, equilibrada
préviament amb PBS 20 mM a pH 7.4. La columna es va situar en un
brac rotatori i es va incubar durant 2 h a temperatura ambient. La
fraccié d'lgG es va eluir amb 100 ul de glicina 0.1 M a pH 2.5-3.0, i el
pH de la mostra eluida es va neutralitzar amib 20 ul de Tris-HCI 1 M a pH
9.0. Les IgG es van dialitzar contra PBS, a 4°C durant 1-2 dies, amb 3
canvis de solucié, de 2 | cadascun, per dia. La concentracié de cada

una de les mostres es va estimar per espectrofotometria (DO 280 nm).

2. Obtencié i preparacié del material d’injeccié

2.1. Obtencio dels plasmidis

Els plasmidis que contenien el cDNA de les subunitats GIUNT i GIuUN2A
del receptor humda d’'NMDA GIuNT/GIuN2A van ser cedits pel Dr. Paul
Whiting (Neuroscience Research Centre, Merck Sharp & Dohme
Research Laboratories, Harlow, UK). El cDNA de la subunitat GIluN1
estava clonat en el vector pCl-neo, inserit en el lloc de restriccid EcoRl
(Figura M-1), mentre que el cDNA de la subunitat GIUN2A va ser clonat
en el vector pcDNAI/Amp, inserit entre el llocs de restriccid Hindlll i
EcoRI (Figura M-2).
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Figura M-1. Esquema
del vector pCl-neo.
L'insert de la subunitat
GIuN1 esta clonat en
el lloc de restriccid
EcoRl i orientat de
manera que s'obtingui
el cRNA fent la reaccid
de franscripcié amb la
polimerasa T7.

Figura M-2. Mapa de
restriccid del vector
pcDNAI/Amp. El vector
conté el promotor
CMV, per a |'expressid
en céllules eucariotes,
i la seqUéncia que
confereix resisténcia a
ampicilfina. EI cDNA
de la subunitat GIUN2A
estad clonat entre els
locs de restriccid
Hindlll i EcoRl.
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2.2. Transformacio de bacteris

Per tal d'aconseguir la quantitat optima de plasmidi per dur a terme la
reaccié de transcripcid, es van transformar bacteris competents E. Coli
de la soca XL1-blue. Per cada transformacié es va utilitzar una aliquota
de 200 ul de bacteris, s'hi van afegir 4 ul del plasmidi a fransformar i es
van deixar reposar en gel durant 30 min. Passat aquest temps es va
realitzar un xoc térmic a 42°C durant 45 s en un bany per tubs
eppendorf, i rapidament les aliquotes es van tornar a incubar en gel
durant 2 min. Després s'hi van afegir 800 ul de medi LB i es van fer
créixer els bacteris a 37°C en agitacié durant 1 h. Finalment, es van
sembrar 100 ul del cultiv en una placa de medi agar LB amb una
concentracié d'ampicilfina de 50 ug/ml i es van incubar tota la nit a
37°C.

2.3. Purificacio del DNA plasmidic recombinant
(MiniPREP)

Per cada una de les tfransformacions es van picar varies colonies que
havien crescut en les plaques d’'agar i es van inocular cultius de 3 ml
de medi LB complementat amb ampicillina (50 pg/mil), els quals van

serincubats tota la nit en agitacié a 37°C.

Per determinar quines colonies havien incorporat el plasmidi es va
realitzar una purificacié del DNA plasmidic a petita escala (MiniPREP)
ufilitzant el kit comercial Minitools Miniprep Kit (21022, BIOTOOLS,
Madrid, Spain). 1.5 ml de cada cultiv es van centrifugar durant 2 min a
15000 g. El sediment obtingut es va ressuspendre en 100 ul de Solucid |
del kit complementada amb 1 yl/ml de RNAsa 2000. Desgs s'h i van
afegir 100 pl de Solucid Il i la mostra es va barrejar per inversid fins a 5
vegades. Tot seguitf, s'hi van afegir 100 uyl de Solucié il i es va deixar
incubar en gel durant 5 min. Es va dur a terme una centrifugacié de 10

min a 15000 g de la qual es va recuperar el sobrenedant de la mostra,
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s'hi van afegir 10 yl de matriu de silice i es va deixar incubar durant 10
min a temperatura ambient, barrejant per inversi® cada 2-3 min. La
mostra es va carregar en una columna de purificacid i es va
centrifugar 5 min a 15000 g . Es va eliminar I'eluit, es van afegir 300 ul
de Wash Solution al cartutx de la columna i aquesta es va centrifugar
durant 1 min a 15000 g . Es va repetir aquest Ultim pas de rentat un cop
més i després es va transferir la columna a un tub eppendorf nou on es
va incubar durant 2 min a temperatura ambient amb 50 ul de tampd
TE a 65°C. L'eluit amb el DNA es va recuperar després d'una

centrifugacié de 2 min a 15000 g.

Per comprovar la gqualitat dels plasmidis, les miniPREPs obfingudes es
van digerir amb els enzims de restriccidé corresponents per a cadascun
d'ells durant 3-4 h a 37°C i les digestions es van cérrer en un gel

d'agarosa al 1%.

2.4. Purificacio del DNA plasmidic recombinant
(MidiPREP)

Es van escollir les colonies d'on provenien les miniPREPs dels bacteris
gue havien incorporat correctament els plasmidis i es va procedir a la

purificacid de DNA plasmidic a gran escala (MidiPREP).

Es van picar les colonies, es van inocular cultius de 250 ml de medi LB
complementat amb ampicil{ina (50 pg/ml) i es van deixar créixer
durant tota la nit en agitacié a 37°C. Seguint el protocol del kit
comercial MidiPrep Kit (12143, QIAGEN Inc., CA, USA), els cultius es van
centrifugar durant 15 min a 6000 g i a 4°C. El sediment obtingut es va
ressuspendre en 4 ml de Tampd P1 i es va traspassar a un tub corex de
30 ml. Tot seguit s'hi van afegir 4 ml de Tampd P2, barrejant-ho per
inversid 6 vegades i deixant-ho incubar 5 min a temperatura ambient.
El mateix es va fer al afegir 4 ml de Tampd P3. La barreja final es va

incubar durant 15 min en gel. A continuacid es va dur a terme una
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centrifugacié de 30 min a 20000 g i 4°C, alhora que s'equilibrava una
columna Qiagen-Tip 100, per cada una de les midiPREPs, amb 4 ml de
Tampd QBT. Els sobrenedants resultants de la centrifugacié es van
afegir a les columnes i es van rentar dues vegades amb Tampd QC.
Finalment, el DNA es va eluir amb 5 ml de Tampd QF, recollint-se en un
fub corex de 15 ml i precipitant-se amb 3.5 ml d’'isopropanol. A
continuacié es va dur a terme una centrifugacié de 30 min a 20000 g i
4°C, després de la qual es va descartar el sobrenedant i es va rentar el
sediment amb 2 ml d’'etanol al 70%. Es va centrifugar de nou la mostra
durant 10 min a 15000 g i 4°C i es va deixar assecar el sediment durant
5-10 min. El sediment de DNA es va ressuspendre en 200 ul d'aigua
miliQ, es va quantificar i es va comprovar la seva qualitat digerint una
petita quantitat de cada una de les midiPREPs amb els enzims de
restriccid corresponents, tal com s'havia fet amb el resultat de les
mMINiPREPs, explicat en |'aparat anterior. Les midiPREPs e van

emmagatzemar a -20°C fins al seu Us.

2.5. Generacio dels stocks de glicerol

Les colonies seleccionades s'emmagatzemaven en glicerol després de
comprovar que havien incorporat correctament els respectius
plasmidis. Per aix0, s'inoculaven de nou cultius de 3 ml de medi LB
complementat amb ampicil lina i es feien créixer tota la nit en agitacié
a 37°C. 800 ul d’aquests cultius es barrejaven amb 200 ul de glicerol al
75% en un tub eppendorf i rapidament es congelaven a -80°C, on

quedaven emmagatzemats pel seu Us a llarg termini.

2.6. Produccio de cRNA

Seguint el protocol del kit comercial mMCAP RNA Capping kit (#200350,
Stratagene, CA, USA) es va dur a terme la produccié de cRNA a partir

de cDNA. 10 uyg dels plasmidis que contenien el cDNA de les subunitats
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GIuNT1 o GIuN2A es van linealitzar amb els enzims de restriccio Xbal i
EcoRV respectivament, i es va procedir a la reaccid de transcripcid
amb la T7-RNA-polimerasa. Seguidament es va realitzar un tfractament
amb 4 unitats de DNAsa | del mateix kit per tal d’eliminar el DNA
sobrant i es va precipitar el cRNA a -20°C durant tota la nit amb acetat
sodic 3M a proporcid 1:10 i amb 2.5 volums d'etanol absolut. A
I'endemad es va centrifugar la barreja durant 15 min a 15000 g i 4°C, es
va descartar el sobrenedant, es va ressuspendre el sediment de cRNA
en 15 yl d’aigua lliure d’'RNAses tfractada amb DEPC i es va quantificar
i comprovar en un gel d'agarosa a I'1.2%. El cRNA sobrant es va
aliguotar de 3 en 3 ul en tubs eppendorf i es van conservar a -80°C fins

al seu Us.

3. Model experimental d’oocit de Xenopus laevis

3.1. Obtencié i manteniment dels oocits de Xenopus

laevis

Les femelles de Xenopus laevis es van obtenir del Centre d’'Elevage
des Xénopes, de Montpeller, Franca, i es mantenien estabulades
individualment, a I'estabulari del Campus de Bellvitge de la Universitat
de Barcelona, en gdbies amb aigua destil lada i amb un 2% de NaCl.
L'aigua de les gdbies es canviava tres cops per setmana, el mateix dia

que s'alimentaven les granotes, amb cor de vedella triturat.

Per a I'extraccid dels oodcits, els exemplars de Xenopus s'anestesiaven
per immersid en aigua destil lada que contenia un 0.17% de tricaina, 3-
aminobenzoic acid ethyl ester (Sigma, St. Louis, MO, USA). Es
practicava una petita incisio abdominal, primer través de la pell i
després a través de la capa de musculatura, fins arribar a I'ovari, d'on
s'hi extreien algunes bosses ovariques que es disposaven en una placa
de Petri esteril que contenia solucié de Barth, una solucié fisioldogica

isotonica (detallada en I'apartat 8). La solucid de Barth estava
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complementada amb penicil lina/estreptomicina. La incisi® es cosia
posteriorment amb fil de seda estérii de 2 mm (6/0 TB-10, Aragd,
Laboratoris Aragd, Barcelona) i es deixava reposar I'animal durant un
periode no inferior als 3 mesos abans d'una nova operacid. Cada

individu era operat no més de 4 vegades.

El protocol de manipulacié dels animals i extraccié dels oocits va ser
certificat i aprovat pel comité etic d'experimentacié animal de la UB,
d'acord amb les lleis de la Unid Europea i el Govern de la Generalitat

Catalana.

En una placa de Peftri i sota una lupa Sz-40 (Olympus, Hamburg,
Germany) els oocits en estadi de desenvolupament Vi VI (Sive et al.,
2000) eren separats manualment, un per un, de la capa de teixit
connectiu que els mantenia units, amb I'ajuda d'unes pinces de
rellotger (Num. 55, WPI, Stevenage, UK). Aquestes fases de
desenvolupament dels odcits de Xenopus son facilment distingibles a

simple vista degut a la seva grandaria (Figura M-3).

Figura M-3. Oocits de Xenopus
laevis en estadis de maduracié
ViVl

Els oocits seleccionats es mantenien en plagues de Petri amb medi de
Barth en un incubador a 18°C. El medi es canviava cada dia i
s'eliminaven els oocits morts. Amb aquest protocol s’aconseguia una

supervivencia del 90-95%.
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3.2. Injeccié de cRNA en els oocits de Xenopus laevis

Les micropipetes d'injeccié de cRNA s'obtenien a partir d'un capil lar
de vidre (4878, WPI, Stevenage, UK) i utilitzant un protocol d’estirament
en dos passos amb un estirador de vidre programable P-97 (Sutter
Instruments Co., CA, USA). Un cop fetes les pipetes, i amb I'ajuda
d'una lupa, se'ls hi frencava la punta fins a assolir el didmetre adequat
per a la injeccid (10-15 ym). Les pipetes ja preparades s’esterilitzaven

en una estufa a 200°C durant 4 h.

Per la injeccié de cRNA, tot el material utilitzat, cixi com la superficie
d'injeccidé, havia de ser esteril. Amb I'ajuda d'una xeringa d'1 ml amb
agulla de 25G (141.2001A, Rubilabor, Barcelona, Spain) s'omplia la
micropipeta d'injeccié amb oli mineral esteril (M-5904, Sigma, St. Louis,
MO, USA) fins a la meitat, per evitar que la mostra estigués en
contacte amb I'émbol metdllic del nanoinjector i es pogués
contaminar. Es collocava la micropipeta en el nanoinjector (A203XVZ,
WPI, Stevenage, UK) i aquest es subjectava amb un micromanipulador
(MMN-3R, Narishigue, Japan). Una gota de la mostra a injectar es
posava en el fap del mateix eppendorf on estava aliquotada i, posant
la punta de la micropipeta en contacte amb la gota, es xuclava la
mostra amb I'ajuda dels comandaments del nanoinjector. Llavors els
oocits,en grups reduits, es disposaven sobre un motlle de parafim amb
forats d'l mm de didmetre aproximadament, en els quals
s'acomodaven cadascun d’ells i s'hi mantenien humits durant tot el
procés d'injeccio.

Cada oocit es punxava en el pol vegetal, a prop de I'equador, per tal
de no malmetre el nucli, i s'injectava amb 50 nl de cRNA a una
concentracié de 1-2 mg de cRNA/m. Els oocits injectats es disposaven
de nou en una placa de Petri amb solucié de Barth complementada
amb penicil lina/estreptomicina i s’hi mantenien entre 48-72 h, temps
necessari per a la correcta expressido de la mostra. Després d'aquest

temps es procedia als experiments d’electrofisiologia.
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3.3. Tractament amb col-lagenasa

Abans de comencar els registres electrofisioldgics es procedia a
I'eliminacié de la capa follicular dels odcits de Xenopus. El gruix
d'aquesta capa impedeix als microelectrodes de registre penetrar en
I'oocit sense trencar-se i, alhora, el seu contingut de canals ionics i
unions GAP pot interferir en el registre dels canals de la membrana
plasmatica (Browne et al., 1979; Browne i Werner, 1984). Per eliminar
guesta capa, els oocits es col locaven en vials de vidre que contenien
una solucid Ringer amb 0.5 mg/ml de I'enzim Col lagenasa IA (Sigma,
St. Louis, MO, USA) i s’'incubaven en un brag rotatori, a 10 rom i a
temperatura ambient, durant 30-45 min aproximadament, fins a
observar el despreniment de les capes folliculars. Per aturar el
tractament es feien 5 rentats dels oocits amb 1 ml de solucié Ringer i,
finalment, es retornaven a les plagues de Petri amb solucid Barth fins al

moment del registre.

4. Registre de la fixaci6 de voltatge amb dos

eléctrodes (Two Electrode Voltage Clamp)

4.1. Técnica de la fixacié de voltatge amb dos eléctrodes

La técnica de fixacié de voltatge amb dos eléctrodes consisteix en la
utilitzacié d'un electrode que detecta la diferencia de potencial entre
I'interior de I'odcit i el bany que I'envolta, i, un segon eléctrode que
injecta el corrent necessari per mantenir el poftencial de membrana
constant i a un valor desitjat. Aixo s'aconsegueix mitjancant un circuit
de retroalimentacid de I'amplificador de voltatge. Durant el registre,
quan s'obren els canals idnics de la membrana de la cél{ula fixada a
un potencial determinat, I'amplificador injecta, a través d'un dels

eléctrodes, un corrent de la mateixa intensitat i de sentit oposat al
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corrent que flueix a traves dels canals idnics per mantenir el potencial

de membrana constant (Figura M-4).

Vollage Current

Electrode Electrode
Reference Waste
Electrode l
- Figura M-4. Esquema de la
cambra de registre i del
circuit eléctric que realitza
la funci6 de fixacié de
Perfusion
solution voltatge.

Pump

4.2. Components del set-up de Voltatge Clamp

En els registres amb la técnica de fixacidé de voltatge amb dos
eléctrodes, I'odcit es situava en una cambreta de pldstic transparent
de 200 yl amb un canal per on passava el fluid i al mig del qual hi
havia un forat de 1-2 mm de didmetre on es dipositava I'odcit amb
una pipeta Pasteur. En aquesta posicid, I'oocit es punxava amb els dos

microeléctrodes (Figura M-5).

.

Figura M-5. Imatge d’'un oocit
de Xenopus, a la cambra de
registre, punxat amb els dos
microeléctrodes.
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La cambra estava fixada sota d'una lupa (Stemi SV8, Carl Zeiss,
Canadd) i illuminada amb llum freda (Olympus Highlight 3000) que
ens permetia veure i punxar correctament I'oocit. La lupa estava
sifuada sobre una taula antivibratoria (TMC, MA, USA) per evitar
possibles vibracions que poguessin fer malbé I'odcit durant el registre
electrofisiologic. La taula estava envoltada per una gabia metdllica
de Faraday opaca. El fluid s’aplicava des d'un tub que desembocava
per gravitacid a un dels extrems del canal, des d'un sistema de vuit
xeringues de 70 ml de volum situades a una alcada d’uns 80 cm. El flux
de les diferents xeringues es confrolava mitjancant un sistema de
valvules BPS-8 Valve Conftrol System (ALA Scientific Instruments,
NY,USA). El fluid transcorria pel canal, a una velocitat de entre 6 i 10
ml/min, mullava ['odcit i s'exireia per I'altre extrem del canal
mitjoncant un tub connectat a la xarxa de buit de I'edifici a través de
dos vasos kitasato.

L'odcit es punxava amb dos electrodes intracelfulars situats en els
holders dels preamplificadors, connectats a un amplificador de
voltatge (GeneClamp 500, Axon Instruments, CA, USA), que al seu torn
estava connectat a una tarja digitalitzadora (NI-DAQ, National
Instruments, TX, USA) que passava els senyals a I'ordinador mitjancant
el programa Whole Cell Analysis WinWCP v3.3.3 del professor J.
Dempster (Strathclyde University, Scofland, UK). Per alira banda, el
senyal també es visualitzava amb un oscil loscopi Tektronix TDS 420A
(Tektronix, OR, USA) (Figura M-6).
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| cambra de
registre

Figura M-é. Imatge dels components del set-up de Voltage Clamp.

Tots els registres amb odcits de Xenopus laevis es redlitzaven a una

temperatura ambient contfrolada d’entre 20 i 22°C.

4.3. Preparaciéo del material i registre de fixacié6 de

voltatge amb dos eléctrodes.

En un primer pas, es feien els electrodes de registre amb uns capil 1ars
de vidre amb filament intern del tipus GC120TF-7.5 (Harvard Apparatus,
Edenbridge, UK) utilitzant un estirador de vidre P-97 (Sutter Instrument
Co., CA, USA) per estirar els capil lars amb un programa de dos passos.
Els eléctrodes havien de fenir una resistencia de entre 0.5-3 MQ.
Després, els microelectrodes s'omplien amb una solucié 3M de KCli es
connectaven a un holder, el qual contenia un eléectrode de plata
clorurat de 25 mm de didmetre (Axon Instruments, CA, USA). Els

holders, amb els microeléectrodes, es collocaven en uns

95



Materials i Métodes

preamplificadors o headstages (HS-2A, Axon Instruments, CA, USA), el
model HS-2Ax1L per l'eléctrode que enregistrava el potencial de
membrana i el model HS-2AXx10MG per al d'injeccidé de corrent. Els
preamplificadors, els holders i els microeléctrodes es controlaven
mitjancant uns micromanipuladors (MMN-3R, Narishigue, Japan). El
bany de la cambra de registre es connectava a un eléctrode de plata
clorurat que estava connectat al terra de la xarxa i servia d'eléctrode

de referencia.

Un cop I'oocit es collocava dins de la cambra, la qual estava plena
de la solucié de registre, i els dos microeléctrodes es fixaven en els
holders i es connectaven als preamplificadors, la punta dels
microeléctrodes es submergia en la solucié de la cambra i es corregia
el desplacament inicial (offset dels electrodes) ajustant-lo a zero. Es
penetrava I'oocit amb els dos microeléctrodes amb un angle d’
aproximadament 90° enfre un i [I'alire. En aquest moment,
I'amplificador de voltatge mesurava el potencial de membrana real
de I'odcit i només s'enregistrava la céldula si el potencial era inferior a
-20 mV, ja que potencials superiors indicaven que I'oocit no es
tfrobava en condicions Optimes. Per comencar el registre es posava
I'amplificador en mode voltage clamp i es fixava el potencial a -80
mV. Seguidament es calculava la resisténcia de la membrana de
I'oocit llegint la diferencia de corrent que hi havia entre els potencials
-60mV i —-40mV i aplicant la llei d'Ohm, i es comencava
I'enregistrament. No es van utilitzar odcits amb resistencies inferiors a

0.5 MQ.

4.4. Registre de [lactivitat generada per sérums i

immunoglobulines G

Per mesurar la resposta generada pels serums i la fraccié d'IgG en els

oocits, aquests es collocaven en la cambra de registre que estava
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plena de la solucié Ringer-Ba?* i es fixava el potencial de membrana
tal com s'ha explicat en I'apartat anterior. Amb I'ajuda d’'una
micropipeta (GELoader Tips 0.5-20 ul, Eppendorf, Hamburg, Germany)
es recollien 5 yl de sérum o IgG i la punta de la micropipeta travessava
la solucid de registre fins a apropar-se a I'odcit sense arribar a tocar-lo.
Amb el sistema de perfusié apagat es comencava I'enregistrament i,
5 s després del inici, s'aplicava la mostra de sérum o IgG directament
sobre la membrana de I'oocit. Els registres tenien una durada de 2.5
min. Els corrents generats eren filtrats a 10 Hz, digitalitzats i
emmagatzemats en un PC a través del mateix programa Whole Cell
Analysis a una freqUéncia d'adquisicid de dues vegades la freqUencia
de filtracié.En aquells oodcits injectats amb el cRNA del receptor de
glutamat GIuNT/GIuN2A es mesurava ['activitat  del receptor
préviament a I'aplicacié del serum. Amb I'odcit coldocat a la cambra
de registre i fixat a -80 mV, s'aplicava, mitjancant el sistema de
perfusio, la solucid Ringer-Ba2*, complementada amb 100 uM dcid L-

glutdmic i 10 uM glicina, durant 25s.

5. Produccio de Semaforina 3A recombinant

5.1. Obtencio dels plasmidis

El plasmidi que contenia el cDNA de la proteina Semaforina 3A de
ratoli va ser cedit pel Dr. Alex Kolodkin (The Johns Hopkins University
School of Medicine, Baltimore, MD, USA). L'insert va ser clonat en el
vector pAPtag-5, entre els llocs de restriccio Xbal i Apal. Aquest vector
es utilitzat per a fer proteines de fusi® amb fosfatasa alcalina
(AP) (Figura M-7).
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Figura M-7. Mapa del vector de clonacié pAPtag-5. L'expressié del vector
genera la proteina de fusid Sema3A-AP.

5.2. Transformacido de bacteris i purificacio de DNA
plasmidic recombinant (MiniPREP, MidiPREP)

Per tal d'aconseguir una quantitat optima de DNA recombinant de
Semaforina 3A per a redlitzar el procés de transfeccié es van dur a

terme les tecniques esmentades en els apartats 2.2, 2.3 2.4.

5.3. Transfeccio de cél-lules COS-7

Per a la obtencidé de proteina Semaforina 3A es van utilitzar ceéllules
COS-7. Aguestes celdules es van fer créixer en plagues de cultiu de 10
ml, en un medi que contenia DMEM/F-12 (HAM) 1:1 (01-170-1A,
Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israel), 10% de serum fetal
bovi (FBS), 200 mM de L-Glutamina, i que estava complementat amb
penicillina (50 U/ml) i estreptomicina (50 pyg/ml). Quan la confluencia

de les céllules del cultiu era d'un 80-90% es procedia a la transfeccid
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mitjancant Lipofectamina 2000 (11668-027, Invitrogen, CA, USA),

seguint el protocol de la casa comercial.

Per una banda, es van diluir 60 pl de Lipofectamina 2000 en 1.5 ml de
medi Opti-MEM (31985-062, Invitrogen, CA, USA) i es van incubar
durant 5 min. Per una altra banda, 24 ug de DNA de Semaforina 3A
recombinant es van diluir en 1.5 ml de medi Opti-MEM i també es van
incubar durant 5 min. Passat aquest temps es van barrejar les solucions
qgue contenien la Lipofectamina i el DNA i es van incubar durant 20
min més. Aquesta barreja es va afegir a les plaques de cultiu de
céllules COS-7, on previament s'havia substituit el medi normal per
medi Opti-MEM. Les céliules es van incubar durant 4 h a 37°C i
finalment I'Opti-MEM va ser altre cop substitult per medi de cultiv de
COS-7. Les ceéllules es van fer créixer durant 48 hores i es van
seleccionar clons de céldules transfectades per dilucid limit en
presencia d'ampicildina. Per la seleccié clonal es van contar les
céliules, es van diluir a una concentracié de 0,7 cellules/100 ul i es
van plantar en plaques de 96 pous (100 ul/pou). Diluint d’aquesta
manera s'aconsegueixen clons que provenen d'una Unica céldula.
Aqguests, es van fer créixer en plagues de 24, 12 6 pous fins a obtenir el
nombre necessari de céllules per plantar plagues de 10 ml, d’on es

recollien els medis de cultiu.

5.4. Obtencio de la mostra i concentracio

Es van recollir els medis de cultiv de clons de ceéliules COS-7
fransfectades i es van concentrar mitjancant uns filires concentradors
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices (MILLIPORE, Barcelong,
Spain). 10 ml de medi de cada cultiu es situaven en aquests filtres i es
centrifugaven durant 40 min a 4000 g i 4°C. Després es procedia a

quantificar la concentracié de proteina de cada mostra.
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5.5. Identificacié per Western-Blot

La presencia de proteina Semaforina 3A en el medi de cultiv de
céllules COS-7 transfectades es va determinar mitjancant la técnica
de Western-Blot.

El gel d’acrilamida/bisacrilamida per a I'electroforesi es va fer ufilitzant
una solucid Resolving al 10% i una solucié Stacking al 4%. Es va afegir
tampd de cdrrega a les mostres i aquestes es van incubar durant 3-5
min a 100°C. Les mostres es van carregar en el gel, es va omplir la
cubeta amb tampd d'electroforesi i es van fer cérrer durant 1 h a 200
V de corrent i a una intensitat de 18 mA. Després de |'electroforesi, les
proteines es van fransferir a una membrana de nitrocel {ulosa (1620112,
Bio-Rad Laboratories S.A., Hercules, CA, USA) seguint el protocol de
transferencia sandwich, durant 1 h a 100 V. La membrana de
nitrocel lulosa transferida va ser bloquejada durant 45 min amb tampé
llet, en agitacid suau i a temperatura ambient. La solucié de bloqueig
va ser substituida per una nova solucid de tampd llet que contenia
I'anticos primari i la membrana es va incubar durant 1 h, en agitacié
suau i a temperatura ambient o durant tota la nit a 4°C. Posteriorment,
la membrana de nitrocel ulosa es va rentar amb tampd llet durant 6
min i en agitacio tres cops i s'hi va afegir una nova solucid de tampd
llet que contenia I'anticos secundari. La membrana es va incubar amb
I'anticos secundari durant 1 h en agitacidé suau i a temperatura
ambient. Després es van redlitzar tres rentats de la membrana amb
tampo llet i dos rentats amb tampd TBS, durant 6 min i en agitacio. Les
membranes es van revelar mitjiancant el sistema ECL (RPN2209, GE
Healthcare, Valencia, Spain). Aquest sistema aprofita I'enzim
peroxidasa unit a I'anticds secundari que, juntament amb I'H202 i el
Luminol presents en I'ECL, genera una senyal lluminosa que es

captada per un film per rajos X (Kodak).
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Tant els anticossos, com les dilucions utilitzades de cadascun d’ells,

estan descrits en I'apartat 7.

6. Assaigs d’ELISA

Per tal de detectar la preséncia d'anticossos circulants contra
Semaforina 3A en sérums patologics d'ELA es van dissenyar
experiments  d'ELISA seguint el seglent protocol: Es van ufilitzar
plagues Immuno-plate MaxiSorp 96 (Nunc, Roskilde, Denmark) on s’hi
van incubar 100 ul/pou d'una solucié de bicarbonat sodic 100 mM a
pH 8.5, on estava dissolt el péptid comercial de la Semaforina 3A (100
ng/pou), durant tota la nit a 4°C. Les plaques es van rentar dos cops
amb 200 pl/pou d'una solucié PBS-tritd 0.1% mitjancant un rentador de
plaques Automated microplate washer (Das, Roma, Italia). Després, les
plaques es van bloguejar amb una solucié PBS-tritd 0.1%-BSA 2%
(A9647, Sigma, St. Louis, MO, USA) durant 2 h a temperatura ambient, i
, posteriorment, es van rentar altre cop amb PBS-tritd 0.1%. Tot seguit,
les plaques es van incubar amb 100 ul/pou d'una solucié PBS-tritd 0.1%-
BSA 0.1% que contenia I'anticds primari (mostres de sérum
control/pacient amb ELA, dilucié 1:50), durant tota la nit a 4°C. Les
plaques es van tornar a rentar tal com s'ha explicat anteriorment i es
van incubar amb I'anticos secundari dissolt en PBS-frité 0.1%-BSA 0.1%
(100 pl/pou) durant 1 h a temperatura ambient i es va procedir a un

parell de rentats abans del revelat.

Les plaques es van revelar mitjancant el sistema Sigma Fast OPD tablet
sets (P-9187, Sigma, St. Louis, MO, USA) que aprofita la presencia de
I'enzim peroxidasa unit a I'anticds secundari per provocar una reaccido
colorimetrica.Dues pastilles d’OPD es van dissoldre en 20 ml d'aigua i
es van afegir 100 yl a cada pou. Les plaques es van incubar durant 15

min i la reaccié es va parar amb 50 pl/pou d'una solucid HaSO4 2.5 M.

101



Materials i Métodes

Es va mesurar el resultat per espectrofotometria, llegint I'absorbdncia

de cada pou a 450 nm.

En els assajos d'ELISA redalitzats amb proteina recombinant Semaforina
3A vam aplicar un protocol d'ELISA Sandwich (Figura M-8). En aquest
cas, primer de tot les plagues d'ELISA es van incubar amb 100 pl/pou
d'una solucié de bicarbonat sodic 100 MM a pH 8.5, on estava dissolt
I'anticds comercial contra Semaforina 3A, durant 2 h a temperatura
ambient. Després es van rentar i bloquejar les plaques tal com s'ha
explicat anteriorment i es van incubar amb 100 ul/pou d'una solucid
PBS-tritd 0.1%-BSA 0.1% que contenia la Semaforina 3A recombinant (1
ug/pou), durant 2 h, a temperatura ambient. A partir d’aquest punt es
va seguir el mateix protocol utilitzat amb els péptids de Semaforina 3A:
incubacié de les plagues amb les mostres problema (sérum
control/ELA), rentat, incubacié amb I'anticos secundari i revelat de les

plaques.

IgG a huma-HRP

y g
A
%ﬁ%}ﬁ Semaforina 3A

IgG a Semaforina 3A Y

Figura M-8. Esquema de l'assaig d’ELISA Sandwich ufilitzat en la deteccid
d'anticossos contra Semaforina 3A en sérums de pacients amb ELA.
Inicialment, s'uneix I'anticds comercial contra Semaforina 3A al fons de la
placa, el qual captura la mostra de Semaforina 3A recombinant. Després
s'incuba la placa amb les mostres problema de serum control o ELA i es
detecta la unié d'aquestes a I'antigen amb un anticds secundari contra IgG
humanes, que alhora, estd unit a un enzim peroxidasa. Finalment, s'afegeix el
subsfrat que reacciona amb I'enzim i es llegeix la DO per espectrofofometria.
HRP, Horseradish Peroxidase.

IgG control/ELA
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Tant els peptids comercials de Semaforina 3A com els anticossos, qixi

com les dilucions de cadascun d’ells utilitzades en els experiments,

estan descrites a I'apartat 7.

7. Anticossos i péeptids

(P214)

Anti-Semaphorin 3A Abcam 1:500 1:2000
(ab 23393)
Anti-Semaphorin 3A St. Cruz 1:500 1:500
(sc-1148)
Anti-human AP Sigma 1:2000 1:2000
(A 2951)
Anti-rabbit IgG-HRP . .
(P0217) Dako 1:1000 1:1000
Anti-goat IgG-HRP . .
(PO160) Dako 1:2000 1:20000
Anti-mouse IgG-HRP . .
(PO161) Dako 1:1000 1:1000
Anti-human IgG-HRP Dako 1:1000
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Semaphorin 3A peptide Abcam 1:1000
(ab 42768)

Semaphorin 3A peptide Abcam 1:1000
(ab 42770)

8. Composicié de les solucions

Tampod PBS

NaCl 137 mM
KClI 2.7 mM
NaH2PO4 2 mM
Na2HPOs 10 mM
pH 7.4 (HCI)

Solucié de Barth

NaCl 88 mM

KCl 1 mM

Ca(NOs)2 0.33 mM

CaClz 0.41 mM

NaHCOs3 2.40 mM
MgSO4 0.82 mM

HEPES 20 mM

Penicillina (100 U/ml)
Estreptomicina (100 ug/ml)
PH 7.5

Ringer Normal (NR)

NaCl 115 mM
KCl 2mM
CaCl2 1.8 mM
HEPES 10 mM
pH7.4

Medi LB

10% Triptona

5% Extracte de llevat
10% NaCl

pH7.0

Agar LBr

Medi LB
15 g/l Bacto agar

Solucid Resolving (10%)

Acrilamida 2.5 ml
Tampd Resolving 2.5 ml
Aigua MiliQ 4.85 ml
Temed 10 ul

APS 10% 100 pl

Solucid Stacking (4%)

Acrilamida 400 pl
Tampé Stacking 1 ml
Aigua MiliQ 2.5 ml
Temed 4

10% APS 40 pl
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Ringer Ba*?
NaCl 115 mM
KCl 2 mM
BaCl2 1.8 mM
HEPES 10 mM
pH 7.4

Tampé de carreqa

Tris-HCI0.3 M

8.5% SDS

30% Gilicerol

0.01% Blau bromofenol
4% Mercaptoetanol

Tampd Sandwich

Glicina 192 mM
Tris 25 mM
20% m Metanol

Tampé Llet

TBS 1x
5% Llet en pols

9. Analisi estadistica

Tampd d’eleciroforesi

Glicina 192 mM
Tris 25 mM
1% SDS

Tampd TBS (10X)

Tris 100 mM
NaCl 1.4 M
1% Tween-20
pH 7.4

Solucié ECL A
Tris 100 mM pH 8.5

Acid Cumaric 450 nM
Luminol 2.5 mM

Solucié ECL B

Tris 100 mM pH 8.5
0.06% H202

L'Estudi estadistic dels resultats es va realitzar mitjancant el programa

informatic SigmaStat 3.2 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). El

metode estadistic utilitzat en aquest estudi va ser la comparacié de

mitjanes per a mostres independents amb la prova de la -Student,

quan compardavem dues condicions, o I' ANOVA d'un Unic factor (one-

way analysis of variance),

quan comparavem més de dues

condicions. En el cas de mostres que provenien del mateix animal es
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va redlitzar la comparacié de mostres relacionades. Tots els resultats
s'han expressat com a la mitjana + I'error estandard de la mitjana
(SEM). Els valors amb una probabilitat inferior a 0.05 s’han considerat

significativament estadistics.
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Resultats

1.1 Obtencio del cRNA de les subunitats GIuN1 i GIuN2A

En la primera part d'aquest treball, per tal de poder expressar el
NMDAR en els oocits de Xenopus, es va dur a terme la produccié del
cRNA de cadascuna de les subunitats que el formen. A partir dels
plasmidis que contenien el cDNA humd de GIuNT i GIUN2A, cedits pel
Dr. Paul Whiting (Merck Sharp & Dohme Research Laboratories, Harlow,
UK) i seguint les tecniques de biologia molecular descrites a I'apartat 2
de la seccidé Materials i metodes, es van produir i purificar els cRNAs

corresponents a les dues subunitats (Figura R-1).

Marcador cDNA cRNA cDNA cRNA
(1kb Ladder) GIuN1 GIuN1 GluN2A GluN2A

10000 pb
6000 pb
4000 pb

3500 pb
3000 pb

2500 pb

2000 pb

1500 ph

Figura R-1. Bandes corresponenis al cDNA i cRNA de GIuN1 i GIluN2A
separades en un gel d'agarosa . La integritat del cRNA es va comprovar per
electroforesi en gel d'agarosa a I'1.2% ( dissolta en tampd MOPS 1X), tenyit
amb bromur d'efidi. La mida dels cRNAs obfinguts corresponia amb
I'esperada.

El cRNA de GIuN1 tenia una mida d'uns 1700 pb, mentre que el cRNA

de GIUN2A tenia aproximadament 2300 pb. Els cRNAs de GIuNT1 i

GIuN2A s'injectaven conjuntament en els oocits 3 dies abans del
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registre electrofisiologic, a una concentracié de 1-2 mg/ml, en una

proporcid 1:2 i a un volum final de 50 nl per oocit.

1.2 Analisi del contingut d’aminoacids dels sérums

humans control i ELA

Abans de comencar amb els registres electrofisiologics es va procedir
a analitzar el contingut de glutamat, glicina i aspartat de les mostres
de serum control i ELA, abans i després del procés de didlisi al que
havien estat sotmeses (apartat 1.1 de la seccid Materials i métodes).
Aquests aminodcids podien interferir en els experiments al tractar-se
d’'agonistes del NMDAR. Les mostres es van processar i analitzar a la
unitat  d'Andlisi  elemental orgdnica i d'aminodcids  (Serveis
Cientificotécnics, UB) mitjancant una cromatografia liquida

d'intercanvi ionic. Els resultats es mostren a la Taula R-1.

Taula R-1. Contingut de glutamat, glicina i aspartat en mostres de sérum
control i ELA

Before After
dialysis dialysis
Glu Gly Asp Glu Gly Asp

Dialysis 0.0 £0.0 0.00.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
buffer
g:rr;trol 1257941335 | 2311841400 | 27062119 | 00200 | 2422092 | 0542036
ALS - .
cera 396.99 +32.76" | 372.42 +49.32* | 84.17 £24.07* | 0.5420.54 | 4.32:039 | 0.49%0.49

Els valors s'expressen, en ymol/L, com la mitjana = SEM (n=8-10 mostres/grup).
Glu, glutamat; Gly, dglicina; Asp, aspartat. Els asteriscs indiquen la diferéncia
significativa entre mostres control i ELA. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Es va comprovar que la didlisi realment reduia el contingut dels 3
aminodcids en sérum, tan control com ELA, i que no hi havia
diferencies significatives entre aquests dos un cop redlitzat el
fractament. Cal esmentar que, del total de mostres analitzades, 8
serums ELA i 10 serums control, la gran majoria no presentaven valors
apreciables de cap dels 3 aminodcids un cop readlitzada la didlisi.
També vdarem observar que, abans de dialitzar les mostres, la
concentracié de glutamat, glicina i aspartat en sérum ELA era
significativament superior a la trobada en controls. Aquest fet |a
s'havia descrit en treballs que relacionaven [|'excitotoxicitat per
glutamat amb la degeneracié neuronal observada en la ELA
(Rothstein et al, 1991; Urushitani et al, 1998). Durant els registres
electrofisiologics, les mostres de serum eren diluides en la solucié de
registre que hi havia a la cambra on es situaven els odcits. Les
concentracions resultants dels tres aminodcids excitatoris després
d’aqguesta dilucié eren: 0.0135 uM Glutamat, 0.108 uM Glicina i 0.0122
UM Aspartat.

1.3 Efecte dels sérums humans control i patologics en

oocits de Xenopus injectats amb aigua DEPC.

Els primers experiments d'aquest estudi es van dissenyar per mesurar
I'efecte dels serums control i patoldogics en odcits que no expressaven
cap tipus de material exogen, es a dir, oocits control, que van ser

injectats amb aigua DEPC.

El protocol utilitzat es va basar en els estudis de Miledi i Parker, 1989,
Miledi et al., 1989 i Tigyi et al., 1990, en els que es va observar que
I'aplicacié de serum de diferents especies de vertebrats sobre la
membrana dels oodcits activava corrents idnics de clorur de tipus
oscillatori. Seguint la metodologia d'aquests treballs i utilitzant la
técnica de fixacié de voltatge amb dos eléctrodes (apartat 4 de la

seccid Materials i metodes), es va fixar el potencial de membrana dels
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oocits a -80 mV i es va enregistrar I'efecte de I'aplicacié de 5 ul de
serum directament sobre la membrana de la céllula. El seérum complet
guedava dissolt en els 200 ul solucié de registre Ringer-Ba2+ que hi
havia en la cambra on es collocava I'odcit. El registre es duia a terme

amb el sistema de perfusié apagat i tenia una durada de 2.5 min.

Els serums utilitzats en I'estudi provenien de 14 individus control sans, 14
pacients amb ELA, 1 pacient amb MG, 1 pacient amb PBP i 4 pacients
amb LMND i van ser descomplementats i dialitzats abans d'iniciar els

experiments.

Previament a la utilitzacié dels serums es comprovava que, en cada
un dels oocits control enregistrats, no es generava cap tipus de
resposta deguda a I'aplicacié dels agonistes del receptor de glutamat
(100 uM acid L-glutamic/10 yM dlicina), els quals s'aplicaven per
perfusid, dissolts en la solucid de registre, durant 25 s (Figures R-2A i B).
L'aplicacié de serum control, en canvi, activava la generacié de
corrents d'entrada de tipus oscillatori (Figura R-2C), tal com s’havia
descrit en els freballs esmentats anteriorment. El tret diferencial va ser
que, en aplicar el serum ELA, els corrents generats tenien una cdrrega
electrica dues vegades superior a la observada en el cas dels corrents

generats pel serum control (Figura R-2D).
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A B
100 uM L-Glu 100 pM L-Glu
10 uM Gly 10 uM Gly
200nA| 200 nAI_
10s 1M0s
C D
Control serum ALS serum
200nA| W\/\/—,—’ 200nA|
10s 10s

Figura R-2. Corrents activats per sérums provinents d'individus sans (control) i
pacients amb ELA (ALS) en oodcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC. (A,B)
L'aplicacié de 100 uM d'acid L-glutamic (L-Glu) / 10 uM glicina (Gly) no indueix
la generacié de cap tipus de corrent en els oocits injectats amb aigua. (C)
Registre d'un corrent de membrana de I'odcit que es mostra a I'apartat (A)
estimulat amb serum control (fletxa). (D) Registre obtingut amib sérum ELA en el
mateix oocit que es mostra a I'apartat (B), la fletxa indica I'aplicacié del
serum.

En la gran majoria de casos, I'aplicacié de serum, tan confrol com
ELA, generava corrents de resposta rdpida, caracteritzats per un pic
inicial d'amplitud forca gran que es recuperava rapidament, seguit
per una serie d'oscillacions transitories del corrent de cinetica més

lenta.

L'any 1992, Tigyi i Miledi van descriure que aquests corrents oscil latoris
generats en els oocits de Xenopus per accidé del serum eren deguts a
I'accid d'un factor seric anomenat acid lisofosfatidic o lisofosfatidat
(LPA). L'LPA actua mitjancant el seu propi receptor present a la
membrana dels odcits, el qual estd acoblat a la via de senyalitzacié
de la PLC i el PIP2, provocant I'alliberacié de Ca?* dels compartiments
intracel lulars i la conseqUent activacié dels canals de Cl- dependents
de Ca?t, enddgens en aquestes céeldules. Aixi doncs, la generacié de

corrents oscil{atoris de CI seria directament proporcional a la
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mobilitzacidé de Ca?* infracelfular. A més quantitat de Ca?*+ alliberat,
més quantitat de canals de CI- dependents de Ca2+ activats, amb el
conseqlent augment en el nombre de cdrregues eléctriques dels

corrents generats.

Es van mesurar els corrents activats pels 14 serums control. La mitjana i
SEM de la carrega electrica suportada per cadascun dels corrents es
poden observar a la figura R-3A. Els serums control generaven corrents
amb una carrega eléctrica de 4.11 £ 0.17 uyC, n=97 odcits, mentre que
els serums ELA produien uns corrents amb una cdarrega electrica de
8.12 £ 0.2 uC, n=93 (Figura R-3B).
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Figura R-3. Carrega eléctrica suportada pels corrents activats per sérums
control i patologics en els oocits de Xenopus injectats amb aigua DEPC. (A)
Histograma que representa la cdrrega eléctrica dels corrents activats per
sérums provinents de 14 voluntaris sans, cada barra correspon a I'accid d'un
Unic sérum en, almenys, é oocits. (B) Resultats obtinguts amb les mostres de
serum de 14 pacients amb ELA. Cada barra representa I'accié d'un Unic
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serum ELA sobre, almenys, é oocits. (C) L'efecte de sérums provinents de
pacients amb altres malalties de la MN com MG, PBP i LMND també es va
enregistrar. Cada barra correspon a I'accié d'un Unic serum corresponent a la
malaltia indicada en, almenys, 7 oocits.

Els serums de pacients amb MG, PBP i LMND es van utilitzar com a
control de malaltia i el seu efecte sobre els odcits injectats amb aigua
DEPC també es va enregistrar. Els serums MG, PBP i LMND generaven
corrents amb una cdrrega electrica de 8.40 = 0.82 uC (n=10), 4.52 £
0.87 uC (n=10), and 8.51 + 0.52 uC (n=22), respectivament (Figura R-
3C).

Cal destacar que, tal com s’havia observat en el cas del serums ELA,
els serums MG i LMND generaven també un increment en la cdrrega
eléctrica dels corrents respecte del serums de voluntaris sans. El serum
PBP, en canvi, no produia aquest efecte, i la resposta generada no es
diferenciava de la observada en el cas de les mostres de séerum

control.

1.4 Efecte dels sérums humans control i patologics en

oocits de Xenopus que expressen el NMDAR.

Per determinar I'existéncia d'algun efecte especific dels serums ELA en
els NMDARs, es van reproduir els experiments esmentats a 'apartat
anterior, en aquest cas, utilitzant odcits que expressaven el receptor
GIuNT/GIUN2A a la membrana.

Inicialment es va comprovar I'expressid del receptor perfonent les
cellules amb la solucié 100 uM acid L-glutamic/10 uM glicina, la qual
activava corrents d’entrada glutamatergics amb una amplitud
maxima de 0.4 = 0.04 YA i una cdarrega eléctrica de 8.90 £ 0.78 uC,
n=122 (Figures R-4A i B). Es va enregistrar en els mateixos oocits I'efecte
dels serums control i ELA, els quals induien, de nou, I'activacié de

corrents d'entrada de tipus oscil latori (Figures R-4C i D).
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Figura R-4. Corrents activats per sérums provinents d’'individus sans (control) i
pacients amb ELA en oocits de Xenopus GIuN1/GIuN2A. (A,B) L'aplicacié de
100 uM L-Glu/10 yM GCly activa corrents d'entrada reversibles en els oodcits
injectats amb el NMDAR. (C) Registre d'un corrent de membrana de I'oocit
que es mostra a I'apartat (A) estimulat amb serum control (fletxa). (D) Registre
obtingut amb serum ELA, la fletxa indica I'aplicacié de serum en I'odcit que es
mostra a I'apartat (B).

Cal remarcar en aquest cas que, tot i que ambdds tipus de serum
contfinuaven activant corrents de tipus oscil latori, I'efecte del sérum
control no variava respecte I'observat en abséncia del receptor de
glutamat, i, en canvi, el serum ELA, activava corrents amb una
carrega electrica molt més gran quan el receptor era present en la
céliula, sent aquesta carrega 3 vegades superior a la observada en el

cas de les mostres control en aquests oocits.

Per tal de caracteritzar els corrents activats per serum en preséncia del
NMDAR varem mesurar el seu potencial de reversid aplicant polsos de
serum en els oocits fixats a diferents voltatges de membrana (Figura R-
5). El potencial de reversid dels corrents activats per sérum control va

ser de -32.90 £ 2 mV (n=4) i el dels corrents activats per serum ELA va
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ser de -30.05 =+ 2 mV (n=4), tots dos propers al potencial d'equilibri del

clorur descrit en odcits de Xenopus (~-30 mV) (Barish, 1983).

Vm (mV)

-120  -100 :‘-&Q ga;;iﬁ

60

Figura R-5. Relacid Intensitat de corrent-Voltatge (I-V) dels corrents activats per
sérum en oocits que expressen el receptor GIuN1/GIuN2A. Relacid |-V d'un
corrent activat per serum control (gris) i un activat per serum ELA (vermell) en
odcits injectats amb el NMDAR. Les relacions |-V es generaven en resposta a
I'aplicacié de 5 pl de serum en els oocits fixats a diferents potencials de
membrana que anaven des de -100 mV fins a + 40 mV. El periode de rentat
entre polsos de serum, amb el conseqlent canvi de voltatge de membrana,
era de 10 min. Im, Intensitat del corrent de membrana, Vm, voltatge de
membrana.

Els potencials de reversié dels corrents activats per serum en presencia
del NMDAR coincidien amb els caracteritzats per Miledi i Parker, I'any
1989, en odcits injectats amb aigua, confirmant que els corrents

oscil latoris eren deguts, en gran part, a mobilitzacié d'ions clorur.

La cdarrega electrica del corrents generats pels serums control va ser
de 4.22 + 0.20 uC, n=56, mentre que la dels serums ELA va ser de 14.60
+ 0.60 uC, n=76 (Figures R-6A i B). En el cas dels serums MG, PBP i LMND,
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els corrents generats tenien unes carregues electriques de 8.60 + 0.81
uC (N=10), 4.93+ 1.52 uC (n=10), i 9.21 £ 0.90 uC (n=17), respectivament
(Figura R-6C).
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Figura R-6. Carrega eléctrica suportada pels corrents activats per sérums
control i patologics en els oocits de Xenopus GIUN1/GIuN2A. (A) Histograma
que representa la cdrrega eléctrica dels corrents activats per sérums
provinents de 14 voluntaris sans, cada barra correspon a I'accié d'un Unic
serum en, almenys, é odcits. (B) Resultats obtinguts amb les mostres de serum
de 14 pacients amb ELA. Cada barra representa I'accié d'un Unic serum ELA
sobre, almenys, é odcits. (C) L'efecte de serums provinents de pacients amb
altres malalties de la MN com MG, PBP i LMND també es va enregistrar. Cada
barra correspon a l'accié d'un Unic serum corresponent a la malaltia
indicada en, almenys, 7 oocits.

Després dels registres vam poder observar que, de la mateixa manera

que passava amb les mostres de sérum control, la cdarrega eléctrica
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dels corrents generats per serums MG, PBP i LMND en presencia del
receptor GIuN1/GIUN2A no es diferenciava de la observada en el cas

dels oocits conftrol.

1.5 Potenciacié dels corrents oscil-latoris de membrana

per accié del séerum ELA en preséncia del NMDAR.

Els serums de pacients amb ELA, MG i LMND activaven una resposta
significativament superior a la observada en el cas de serums control
tan en oocits injectats amb aqigua DEPC com amb el receptor
GIuN1/GIuN2A (Figura R-7).
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Figura R-7. El sérum ELA potencia els corrents de membrana en els oocits de
Xenopus GIuN1/GIuN2A. A la part esquerra de la figura es mostra un
histograma que representa la mitjana de la carrega electrica dels corrents
generats per serums control, ELA, MG, PBP i LMND de les figures R-3A, B i C en
oocits control. A la part dreta de la figura es mostra un alire histograma amb la
mifjana de les dades representades a les figures R-6A,B i C per als mateixos
tipus de serum i en presencia del receptor de glutamat, n=398 oocits.
**0<0.001
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En ambdds tipus d'oodcits, el serum PBP mostrava la mateixa resposta
que el serum control, indicant que I'especificitat de I'efecte observat
es frobaria en un altre tipus de serum, tot i aixd, s'ha de tenir en
compte que tan per la mostra PBP com per la mostra MG disposdvem
d'una n=1 i per tant els resultats no serien del tot concloents per

aquestes dues patologies.

Podem observar, perd, que menitre que les mostres MG i LMND
generaven uns corrents de membrana incrementats significativament
respecte dels observats en el cas de les mostres confrol i PBP, aquest
efecte era independent de la presencia del receptor de glutamat, i
tan sols les mostres de serum ELA generaven un increment significatiu
de la resposta obtinguda en oodcits GIUNT/GIUN2A respecte dels

injectats amb aigua.

1.6 Especificitat del sérum ELA pel NMDAR.

Per caracteritzar aquesta resposta al serum ELA en presencia del
receptor de glutamat, es van enregistrar els corrents generats en
odcits que expressaven tan sols una de les seves subunitats, GIUNT o
GIuN2A, comparant-ho amb la resposta obtinguda amb el receptor

format per ambdues subunitats.

El serum control activava corrents oscil latoris d'entrada, en els oocits
GIuN1/GIuN2A, amb una carrega eléctrica de 4.35 + 0.41 uC, n=10
(Figura R-8A), mentre que el valor obtinguts amb el serum ELA era

gairebé 4 vegades més gran, 16.73 £0.93 uC , n=10 (Figura R-8B).
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En els oocits que expressaven la subunitat GIuNT1, els serums control i
ELA activaven respostes amb una cdrrega eléctrica de 4.63 £ 0.87 uC
(n=10),18.87 £ 0.57 uC (n=10), respectivament (Figures R-8C i D). Es van
obtindre valors similars amb els oocits que expressaven la subunitat
GIluN2A: 4.85 £ 0.81 uC, n=10, pel sérum control, i 8.47 + 0.76 uC, n=10
pel serum ELA (Figura R-8E i F). Aquests resultats es resumeixen a les
figures R-8G i H.
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Figura R-8. Corrents activats per sérums control i ELA en oocits de Xenopus que
expressen la subunitat GIuN1, la subunitat GIuUN2A o ambdues subunitats del
NMDAR. Tan el sérum control (A) com el sérum ELA (B) activen corrents
oscillatoris en odcits que expressen, simultdniament, les subunitats GIUNT i
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GIUN2A. Els sérums control i ELA generen respostes en oocits que expressen tan
sols una de les subunitats, (C i D) oocits que expressen GIuN1, (E i F) odcits que
expressen GIUN2A. (G i H) Quantificacié dels corrents activats per serum en les
diferents condicions. Cada sérum ha estat provat en, almenys, 7 odcits. La
fletxa correspon al moment precis en que el sérum va ser aplicat a la cambra
de registre. ***p<0.001

Amb aquests experiments varem observar que la resposta al serum
control no variava, independentment de I'abséncia d'alguna de les
subunitats del receptor GIUNT/GIUN2A en els odcits. Contrariament, la
resposta al serum ELA es veia significativament disminuida quan el
receptor no estava completament format i era similar a la observada

en oocits control per I'accid d'aquest tipus de serum.

Per aprofundir en la caracteritzacié de I'accié del serum ELA en el
NMDAR varem utilitzar I'MK-801, un antagonista no competitiu del
receptor. En oocits GIuNT/GIUN2A obteniem corrents amb cdrregues
eléctriques de 4.32 £ 0.32 uC, n=14, per accid del serum control (Figura
R-9A) i de 14.64 + 1.05 uC, n=14, per accid del serum ELA (Figura R-9B).
Cada oocit es va incubar amb una solucié 10 yM de I'antagonista
durant 10 min i seguidament es va estimular amb la solucié d'agonistes
del NMDAR per comprovar el bloqueig del receptor. Després de rentar
els agonistes, perd mantenint el MK-801 a la cambra de registre, de
nou es van estimular els oocits amb serum. Es va observar I'activacié
de corrents oscil latoris amb una cdarrega eléctrica de 4.88 + 0.52 uC,
n= 10, per accié del serum control (Figura R-9C) i de 8.25 = 1.08 uC,

n=10, per accid del serum ELA (Figura R-9D).
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Figura R-9. Bloqueig dels corrents activats per sérum en oodcits GIUN1/GIuN2A.
Efecte del MK-801. (A,B) Tal com s’ha mostrat en imatges anteriors, els serums
control i ELA activen corrents oscil latoris en odcits que expressen el NMDAR.
(C.D) Després d'incubar durant 10 min amb I'MK-801 els mateixos odcits dels
apartats A i B, s'enregistra altre cop I'efecte de serums control i ELA. (E,F)
Mitjana i SEM de la cdrrega eléctrica dels corrents generats per serum control
(oarres blanques) i serum ELA (barres negres) en oodcits tractats o no tractats
amb MK-801. Cada barra representa I'accié del serum en almenys 7 odcits. La
fletxa indica el moment exacte en que el serum és afegit a la cambra de
registre. **p<0.01

Tal com es pot observar a les figures R-9E i F, el bloqueig del receptor
per MK-801 no afectava la resposta generada per sérum control, en
canvi hi havia una disminuci¢ significativa en el cas del serum ELA,
indicant que era necessaria la forma activa del NMDAR per arribar als

nivells de resposta observats per aquest tipus de serum.
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1.7 Efecte de les Immunoglobulines G de sérums
humans control i patologics en oocits de Xenopus que

expressen el NMDAR.

Per tal de determinar quina part del serum era la responsable dels
efectes observats, es va procedir al fraccionament de les mostres i es

va purificar la fraccié de IgG.

Les IgG de ELA han estat relacionades amb processos de
degeneraciod estructural de MN i alteracions de la plasticitat sindptica,
amb implicacidé de mobilitzacié de Ca?* intraceldular, en diferents
treballs (Pagani et al., 2006, Pullen et al., 2004, Fratantoni et al., 2000).

Cal dir gue en aquest punt de I'estudi comptdvem amb un factor
limitant que era la poca quantitat de mostra disponible, aixi que es va
dur a terme la purificacié de la fraccid de IgG de 6 serums control i 4
serums ELA. La metodologia va ser la mateixa que en els experiments

anteriors.

A diferéncia de I'efecte observat amb el serum complet, les IgG
confrol activaven corrents d'entrada petits, no oscil latoris i de curta
durada, en oodcits injectats amb aigua i amb el receptor
GIuNT1/GIuN2A (Figura R-10A), amb unes carregues electriques de 1.67
+0.11 uC, n=61,ide 1.57 £0.15 uC, n=30, respectivament (Figures R-10B
i C). Les IgG de ELA també activaven aquest tipus de corrents en
oocits confrol i en preséncia del NMDAR (Figura R-10A), amb unes
carregues electriques de 1.85 + 0.23 pC, n=23, i de 4.02 £ 0.39 uC,
n=28, respectivament (Figures R-10B i C). Aquests resultats estan

resumits a la figura R-10D.
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Figura R-10. Corrents activats per
la fraccid de IgG de sérums
control i ELA. (A) Registres de
corrents de membrana en odcits
de Xenopus degut a I'aplicacid
(fletxa) de 1gG control (linia
continua) i ELA (linia discontinua).
Tan control com ELA-IgG generen
corrents d’entrada no oscil latoris
en els oocits injectats amb aigua
(1 i 2 o amb el receptor
GIuNT/GIuN2A (3 i 4). (B) Mifjana i
SEM de la carrega eléctrica dels
corrents activats per IgG control i
ELA en odcits control. (C) Mitjana i
SEM de la carrega eléctrica dels
corrents activats per IgG control i
ELA en oocits que expressen el
NMDAR. (D) Histograma que
representa la mitjana de I'efecte
de totes les IgG confrol i ELA en
odcits injectats amb acigua o amb
GIUNT/GIUN2A  (n=69  oOcits).
*#4<0.001

Tal com haviem observat en el cas del serum complet control, la

resposta originada per la fraccid IgG control no mostrava diferencies

127



Resultats

significafives en presencia o abséncia del NMDAR. En aquest cas,
perd, tampoc existien diferencies significatives entre IgG control i ELA
en absencia del receptor, diferint del resultat obtingut en el serum

complet.

El fet que les IgG de ELA generaven respostes dues vegades superiors
en presencia del receptor GIUN1/GIUN2A respecte de les IgG control ,
i, tot i que aquest tipus de resposta contrasta amb la observada amb
el serum complet ELA, ens indicaria que les IgG de ELA també estarien
implicades en el procés de mobilitzacid de Ca?* intraceldular
depenent de NMDAR que es fraduia dels resultats obtinguts amb el

serum complet.

1.8 Efecte del sérum de rates transgéeniques mSOD1

G93A en oocits de Xenopus que expressen el NMDAR.

Continuant amb I'estudi i per tal d'esbrinar mecanismes patogénics
comuns entre la ELA esporadica i la ELA de ftipus familiar, varem
reproduir els experiments utilitzant serums del model animal de la
malaltia. Les mostres van ser cedides per la Dra. Anna Casanovas del
Departament de Neurobiologia Cellular de la Facultat de Medicina
de la Universitat de Lleida-IRBLLEIDA, i van ser descomplementades i
dialitzades en aquest mateix laboratori. Es van analitzar mostres de
rates WT i mSOD1 G93A a diferents edats: P30, P60, P?0 i P120 dies post

natal.

Tal com s'havia observat amb les mostres humanes, el serum de rata
activava corrents d'entrada de tipus oscil latori en el oocits.

La cdrrega eléctrica dels corrents activats per serum WT a P30, P40,
P90 i P120 en els oocits control va ser de 9.33 £ 0.64 uC, (n=28), 10.02 £
0.83 uC (n=23), 8.63 + 0.58 pC (n=32), i 9.97 £ 0.81 uC (n=22),

respectivament, mentre que en el cas de serums mSOD1 G93A va ser
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de 10.99 £ 0.66 uC (n=35), 9.54 £ 0.86 uC (n=17), 10.44 £ 0.85 uC (n=22) i
12.06 £ 0.99 uC (n=22), respectivament (Figura R-11A).

En presencia del NMDAR, el serum WT a P30, P40, P90 i P120 activava
respostes amb una carrega eléctrica de 19.19 + 1.66 uC (n=15), 19.252
+ 1.35 uC (n=18), 17.02 + 1.71 uC (n=15) i 18.70 + 1.25 uC (n=21),
respectivament, mentre que la activada per serum transgénic era de
2517 £ 1.61 uC (n=19), 18.18 + 1.31 puC (n=19), 16.93 £ 1.07 uC (n=20)
and 19.41 £1.44 uC (n=21), respectivament (Figura R-11B).
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Figura R-11. Corrents activats
per sérum de rates WT i mSOD1
G93A. (A) Mitjana i SEM de la
carrega electrica dels corrents
activats per sérum de rates WT i
mSOD1 G93A en odcits injectats
amb aqaigua. Cada barra
representa 1'accidé del sérum
corresponent en, almenys, 15
odcits. Les edats post natals
examinades van ser les
seguents: P30, P60, P90 i P120.
(B) Mitjana i SEM de la cdarrega
eléctrica dels corrents activats
per serum de rates WT i mSODI1
G93A en oocits GIUNT/GIUN2A.
Cada barra representa I'accid
del sérum corresponent en,
almenys, 15 oocits. *p<0.05

Vam observar que no hi havien diferencies significatives entre les

respostes generades per serum WT i mSOD1 G93A en abséncia del
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receptor a cap de les edats testades. En canvi, en presencia del
NMDAR a P30 hi havia un increment significatiu en la cdarrega del

corrents generats per serum de rata transgenica.

1.9 Facilitacio de la resposta glutamatérgica per accio

del sérum.

L'accié del serum en els oocits que expressaven el NMDAR tenia un
efecte addicional sobre la resposta glutamatergica. Durant els
experiments vam observar que els corrents suportats pel NMDAR

incrementaven després de I'exposicid a serum.

L'aplicacié de 100 yM d'acid L-glutamic/10 yM glicina en els odcits
GIuN1/GIuN2A activava corrents d’entrada reversibles (Figura R-12A).
L'oocit era tractat amb serum i després es procedia a un rentat de 3
min amb solucié de registre seguit d'una una segona aplicacié de la
solucié d'agonistes del NMDAR. Els resultats corresponents a aquesta
segona aplicacié estan resumits a la figura R-12B. L'increment en la
carrega eléctrica dels corrents activats a traves del NMDAR després
de I'estimulacid dels oocits amb serum control, ELA, MG, PBP i LMND
era de 249.47 + 10.74 %, n=48 oOcits, 269.24 + 11.64 %, n=74, 216.84
3237 %, n=18, 13925 * 231 %, n=15 21398 £ 11.18 %, n=22,

respectivament.

130



Resultats

A
100 uM L-Glu
10 pM Gly
— 200 nA|__
10s
= qst glutamate application
I 3 min — Control sera
mmm ALS sera
=1 MG sera
Serum PBP sera
E==1 LMND sera
B
ddkd
200nA|__ - 300 ek -
10s 5 250 - T *kH
Es
3 200
3 min — *
o 9 150 1
b
a £ 1001
Q@
7} 50 {
100 puM L-Glu k=
10 uM Gly 0

10s

Figura R-12. Potenciacié dels corrents generats a traves del receptor
GIuN1/GIuN2A per accié del sérum. (A) L'aplicacié de la solucié d'agonistes
del NMDAR activa corrents d'enfrada glutamatergics en oocits GIuNT/GIUN2A
i fixats a -80 mV. Després d'un estimul de 5 ul de serum i d'un periode de rentat
de 3 min, els corrents generats per una segona aplicacié dels agonistes es
veuen incrementats. (B) Mitjana i SEM de I'increment en la carrega electrica
dels corrents activats per dcid L-glutamic i glicina després d'estimular els oocits
amb serum control, ELA, MG, PBP i LMND. n=177 odcits. * p< 0.05, *** p<0.001

Com es pot veure a la figura R-12, tots els serums provocaven un
increment significatiu en la carrega eléctrica dels corrents a fravés de
GIuN1/GIuN2A, sensibilitzant la membrana de la celfula a la segona
aplicacié dels agonistes de NMDAR i facilitant els corrents

glutamatergics.

Aquest efecte de potenciacié degut al serum, que involucra

I'activacié de la PKC i la CaMkll per accid del LPA, ha estat ja descrit
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en oocits de Xenopus que expressaven receptors d'ACh i AMPA
(Nishizaki et al., 1997, Nishizaki i Sumikawa, 1997).
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En un treball publicat aquest mateix any pel Departament de
Neurobiologia Cellular de la Facultat de Medicina de la Universitat de
Lleida-IRBLLEIDA (Herndndez et al., 2010), amb el qual collaborem,
s'ha descrit, per andlisis protedmiques, la presencia en sérums ELA
d'anticossos circulants contra diferents proteines de la familia de les

Semaforines.

En els primers experiments d'aquest treball es va descriure que
I'administracio, in ovo, de IgG o fluid cerebrospinal de pacients amb
ELA i LMND produia un efecte rescatador de les MN del corn ventral
de la medulla espinal lumbar durant el periode de mort celdular
programada (periode comprés entre el dies embrionaris E6 i E10), en el

model experimental d'embrid de pollastre.

Aixi mateix I'administracié de sérum ELA i LMND produia un increment
de la ramificacidé nerviosa inframuscular dels musculs innervats per les
MN lumbars.

Per WB es va estudiar la unié dels serums patologics a proteines
presents en diferents teixits (cor, muscul, intesti, ronyd, fetge, pulmd,
medulla espinal i cervell)] de I'embri¢ de pollastre a E10 i es va
observar que els anticossos presents en el sérum reconeixien
selectivament antigens de cervell i medul la espinal, sent la fraccié de
IgG la responsable de la unid. Ni el serum complet ni les IgG de
mostres control mostraven reconeixement per cap dels fteixits

analitzats.

La fraccid proteica de les mostres de teixit reconegudes per les IgG es
va separar per Electroforesi Bidimensional (2D), mentre que per WB,
utilitzant com a anticos primari sérums patologics, es van dillar les
proteines reconegudes per aquests. Utilitizant I'espectrometria de
masses MALDI-TOF es va determinar que la fraccié d'lgG de sérums
ELA i LMND reconeixia proteines de la familia de les Semaforines o

proteines relacionades amb les seves vies de senydlitzacié (Taula R-2).
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Taula R-2. Proteines reconegudes per sérums patologics ELA i LMND
(Herndndez et al., 2010)

SERUIVI IDENTIFIED PROTEIN

#5 (LMD) Collapsin response mediator protein 1B
#4 (ELA) Semaphorin 3A precursor (Collapsin 1)
#6 (ELA) Semaphorin 3D precursor (Collapsin 2)
#7 (ELA) Semaphorin 3E precursor (Collapsin 5)

Proteines identificades per andlisi MALDI-TOF, posterior a I'electroforesi 2D i el
WB, reconegudes per cada un dels 3 serums ELA (ELA) i pel serum LMND (LMD)
andlitzats en I'estudi.

Les Semaforines son una familia de proteines secretades o associades
a membrana que actuen com a molécules de guia del creixement
axonal. Descrites inicialment com proteines quimiorepellents o
inhibidores, s'ha observat que també poden exercir senyals de tipus
atraient, tot afectant la direccid de creixement, la fascicul lacié i

ramificacié de I'axd, aixi com la formacié de la sinapsi.

La capacitat dels anticossos contra Semaforina, presents en el sérum,
de nevutralitzar les molécules d'aquesta familia amb activitat
quimiorepellent (com les Semaforines de classe 3), respondria el
perqué de I'estimul de la ramificacid axonal i la supervivencia de les
MN observada en els embrions de pollastre exposats als serums ELA i
LMND.

Tanmateix, en els Ultims anys s'ha postulat que una expressid aberrant
o una disfuncid de les proteines encarregades del control del
creixement axonal, com sén les Semaforines, podria contribuir als
mecanismes patogénics observats en la ELA (Schmidt et al., 2009). Mes
concretament, s'ha descrit que la sobreexpressié de Semaforina 3A
(Sema3A) estd selectivament induida en céliules de Schwann
terminals d'un subtipus especific de fibres musculars, anomenades
“fast-fatigable” o fibres de tipus llb i lix, en el model de ratoli mSOD1

G93A (De Winter et al., 2006). L'expressic de Sema3A no només
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inhibeix la plasticitat a nivell del terminal nervidés d'aquestes sinapsis
sind que afavoreix la denervacid axonal i la degeneracid de les MN en

estadis primerencs de la malalfia.

En aquesta segona part de I'estudi es va dissenyar un assaig d’ELISA
per tal de determinar la preséncia d'anticossos contra Sema3A en
pacients amb ELA i alires malalties de la MN i avaluar la seva

rellevancia clinica i especificitat.

21 Unidé d’anticossos circulants en sérums patologics a
peptids de Sema3A. Assaigs d’ELISA.

Degut a que la Unica proteina comercial que existeix de Sema3A
porta unida una regidé constant Fc de IgG humana (1250-S3-025, R&D
Systems, MN, USA) i que I'anticds secundari adequat per unir-se als
serums humans es també un anti-lgG huma, va ser impossible utilitzar-la
en I'estudi. Per aguest motiu varem comencar els experiments utilitzant
dos peptids sintetics que corresponien a diferents regions de la
proteina Sema3A humana. El peptid Sema3A ab42768 corresponia a
la regié central de la proteina mentre que el peptid Sema3A ab42770
corresponia a la regid C-terminal. Els serums es van provar en els
assaigs d'ELISA utilifzant-los com a anticossos primaris contra aquests
péptids. Es van utilitzar 4 serums control, 1 serum PBP, 4 serums LMND i 9
serums ELA. Els resultats obtinguts amb el péptid ab42768 es poden
observar a les figures R-13 i R-14, mentre que els obtinguts amb el

peptid ab42770 es poden observar a les figures R-151 R-16.
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42768 peptide
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Figura R-13. Assaig d’ELISA per determinar la preséncia d'anticossos contra
Sema3A en sérums patologics utilitzant el péptid ab42768. Cada barra
representa un valor individual per mostra de sérum, mitjiana de 3 assaigs
d'ELISA independents (amb 3 répliques per mostra cadascun) de la DO a 450
nm * SEM. Cadascuna de les mostres patologiques es va comparar amb la
mitjana de les 4 mostres control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura R-14. Assaig d’ELISA per determinar la preséncia d'anticossos contra
Sema3A en sérums patologics utilitzant el péptid ab42768. Cada barra
representa el valor, agrupat per patologia o grup conftrol, de la densitat optica
a 450 nm + SEM. *p<0.05, ***p<0.001
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Varem observar que, utilitzant el peptid 42768, hi havien diferencies
significatives pel que fa a la DO (la qual indica el grau de
reconeixement de |'antigen, en aquest cas el peptid corresponent a la
regié central de la sema3A, per I'anticos present en els serums) en 2
dels 4 serums LMND i en la majoria dels seérums ELA respecte dels
serums confrol (Figura R-13). No es van observar diferencies entre
mostres LMND i ELA en aquest cas. Cal destacar també que, tot i que
no es van observar diferéncies significatives entre serums control i PBP,

els valors de DO obtinguts eren forca elevats.

42770 peptide

dedede

OD (450nm)

Figura R-15. Assaig d’ELISA per determinar la preséncia d’anticossos contra
Sema3A en sérums patologics utilitzant el péptid ab42770. Cada barra
representa un valor individual per mostra de sérum, mitjana de 3 assaigs
d’ELISA independents (amb 3 repliques per mostra cadascun) de la DO a 450
nm + SEM. Cadascuna de les mostres patoldogiques es va comparar amb la
mitjana de les 4 mostres control. **p<0.01, ***p<0.001
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42770 peptide
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Figura R-16. Assaig d'ELISA per determinar la preséncia d’anticossos contra
Sema3A en sérums patologics utilitzant el péptid ab42770. Cada barra
representa el valor, agrupat per patologia o grup control, de la densitat optica
a 450 nm £ SEM. ***p<0.001

Utilitzant com a antigen en I'assaig d'ELISA el péeptid corresponent a
I'extrem C-terminal de la Sema3A varem observar que totes les mostres
de serum ELA, excepte una, mostraven valors de DO significativament
superiors als de les mostres control (Figura R-15), es a dir, hi havia un
reconeixement significatiu per part dels antficossos presents en els
serums ELA del peptid de Sema3A. En aquest cas, tan sols 1 dels serums
LMND mostrava valors significativament superiors als dels controls, i de
nou, no es mostraven diferencies entre serums control i PBP. Hem de
tenir en compte perd, que tan sols disposdvem d'una Unica mostra
PBP, i que les 4 mostres control mostraven uns valors de DO elevats,

indicant certa unié inespecifica en I'assaig.
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2.2 Produccié de proteina recombinant Sema3A en
cél-lules COS-7

Per tal d'evitar els possibles problemes d’inespecificitat amb els
peptids i confirmar la preséncia d'autoanticossos contra Sema3A en
els sérums patoldgics vam produir la proteina recombinant all
laboratori. Es van transfectar céllules COS-7 amb el plasmidi que
contenia la Sema3A de ratoli (la qual & una homologia del 95% amb
la proteina humana) unida a fosfatasa alcalina (Sema3A-AP). Les
celdules es van fer créixer durant 48 hores i es van seleccionar clons de
céllules transfectades per dilucié limit en preséncia de I'antibiotic
permissiu corresponent. Es van obtindre els medis de diferents clons i es
van concentrar per centrifugacié. La preséncia de Sema3A-AP en els

medis de cultiu es va detectar per WB (Figura R-17).

COS-7-derived clones

NT NT NT C1 C2 C3

Anti-Sema3A «— Sema3A-AP
(Abcam) 150KDa

NT NT NT C1 C2 C3
Anti-Sema3A «— Sema3A-AP
(St. Cruz) 150KDa

Figura R-17. Deteccié per WB de Sema3A-AP en medis de cultiu de clons de
cél lules COS-7 transfectades. Els 3 primers carrils corresponen a medi de cultiu
de celiules no transfectades (NT). C1, C2 i C3 corresponen a medis de cultiu
de 3 clons diferents de céllules COS-7 transfectades. Com a anticossos
primaris s'han utilitzat dos anti-sema3A de dues cases comercials diferents
(Abcam i St. Cruz).

Varem observar en el WB, utilitzant ambdds anticossos contra Sema3A

dels que disponiem, que no apareixia cap banda corresponent a la
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proteina en els medis de ceéllules no transfectades, utilitzats com a
control negatiu. En canvi, en els 3 clons tfransfectats amb el plasmidi
qgque vam provar apareixia una banda d'uns 150 KDa, pes

corresponent a la proteina de fusié Sema3A-AP.

23 Unié d’anticossos circulants en sérums patologics a

proteina Sema3A recombinant. Assaigs d’ELISA.

En els primers assajos realitzats van haver-hi problemes en la unié de la
proteina en els pous de la placa d'ELISA, per aixd vam decidir aplicar

el model de Sandwich del test.

Primer de tot vam mesurar quina era la combinacid antigen-anticossos
que donava una major resposta en la DO, indicativa de la deteccid
de Sema3A. Hi havia diferents combinacions a tenir en compte degut
a que podiem detectar la presencia de Sema3A amb dos anticossos
diferents anti-Sema3A o fer-ho per deteccid de la fosfatasa alcalina a
la que estd unida. Per detectar la AP contdvem també amb un
anticos especific i un substrat que reacciona a I'enzim (Alkaline
Phosphatase Yellow [pNPP] Liquid Substrate System for ELISA, P7998,
Sigma, St. Louis, MO, USA).

Aixi doncs, vam incubar en diferents pous de la placa d'ELISA els dos
anticossos contra Sema3A i I'anticos contra AP. Després vam afegir
Tug/pou de Sema3A recombinant a cadascun d’ells. Per detectar
I'antigen vam afegir de nou els anticossos contra Sema3A i fosfatasa
alcalina, i el reactiu per AP (200 pl/pou). | finalment vam incubar els
pous amb els anticossos secundaris corresponents a cadascun dels
anticossos especifics per I'antigen (les dilucions de cadascun dels
anticossos utilitzats estan indicades a I'apartat 7 de la seccid Materials
i métodes). Els resultats d'aquest primer assaig es poden veure a la

figura R-18.
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1 2 3 4 5 6 7 8
ABCAM StCruz | ABCAM | StCruz a-AP a-AP ABCAM St Cruz
Sema3A | Sema3A | Sema3A | Sema3A | Sema3A | SemadA | Sema3A | Sema3A BLANGC
StCruz | ABCAM a-AP a-AP ABCAM | StCruz | Reactiu Reactiu
a-goat | a-rabbit | a-mouse | a-mouse | a-rabbit | a-goat per AP per AP
ABCAM StCruz | ABCAM | StCruz a-AP a-AP ABCAM St Cruz
l Sema3A | Sema3A | Sema3A | Sema3A | Sema3A | Sema3A | Sema3A | Sema3A HLANG

StCruz | ABCAM o-AP a-AP ABCAM | StCruz | Reactiu Reactiu
a-goat | a-rabbit | a-mouse | a-mouse | a-rabbit | a-goat per AP per AP

Figura R-18. Deteccié de Sema3A per assaig d’ELISA Sandwich. (A) Esquema
de les combinacions antigen-anticossos utilitzades (1-8), amb dues repliques
per cadascuna d'elles. La direccié de la fletxa indica I'ordre d’aplicacié dels
productes en els pous de la placa d’ELISA. (B) Imatge de la placa d’ELISA
corresponent a I'esquema vist en (A) amb la reaccidé colorimétrica obtinguda
per a cadascuna de les combinacions antigen-anticossos utilitzades. La
combinacid corresponent a la filera de pous nUmero 4 presentava els valors
de DO més elevats.

Aquest assaig en va permetre determinar que la deteccié de Sema3A,
directament relacionada al valor de la DO, era major quan,
préviament a I'adicié de la proteina recombinant, haviem enganxat
I'anticos anti-Sema3A de St. Cruz al fons dels pous de la placa d'ELISA.
Vam decidir utilitzar aquesta combinacié d'antigen-anticossos (pou n°
4, figura R-18) com a control positiu de deteccié de I'antigen en els
seglents experiments, en els que els sérums control i patoldgics

actuaven com a anticossos primaris contra Sema3A.
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Degut al factor limitant del volum de les mostres de serum, en el
seglent assaig no vam poder provar 3 de les mostres de LMND i
fampoc 2 mostres de ELA utilitzades en els experiments amb els
péptids. Els resultats de I'assaig d'ELISA utilitzant Sema3A recombinant,
unida a la placa per I'anti-Sema3A de St. Cruz, i els serums controls i
patoldogics com a anticossos contra aquest antigen, poden veure's a

la figura R-19.
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k%

i

Oy x Q'
2 & &
Y "
Lol & <\<‘ &

Figura R-19. Assaig d’ELISA per determinar la preséncia d’anticossos contra
Sema3A en sérums patologics utilitzant Sema3A recombinant. Cada barra
representa un valor individual per mostra de sérum, mitjana de 2 assaigs
d’ELISA independents (amb 3 repliques per mostra cadascun) de la DO a 450
nm * SEM. El confrol negatiu (CNTR-) es una replica de la composicid
d'antigen-anticossos del conftrol positiu (CNTR+) perd en abséncia de Sema3A.
. Cadascuna de les mostres patologiques es va comparar amb la mitjana de
les 4 mostres control. **p<0.01, ***p<0.001

Com es pot observar a la figura R-19, utilitzant la Sema3A recombinant
com a antigen , tots els seérums, excepte PBP, mostraven valors de DO
forca elevats, sent les mostres control les que presentaven un
reconeixement per |I'antigen superior al de la resta. Aquest fet ens va

fer pensar que els components del medi de cultiu de céllules COS-7,
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on havia estat secretada la Sema3A, podrien estar interferint en el
reconeixement de I'antigen per part dels anticossos presents en els
serums. Per aquesta rad, en el Departament de Neurobiologia Cel fular
de la Facultat de Medicina de la Universitat de Lleida-IRBLLEIDA, es va

dur a terme la purificacio de la proteina i els segUents assaigs d'ELISA.

24 Unié d’anticossos circulants en sérums patologics a

proteina Sema3A recombinat purificada. Assaigs d’ELISA.

La Sema3A present en medi de cultiu de céllules COS-7 va purificar-se
en columna de cromatografia d'afinitat, amb boles de sefarosa
conjugades a AP, i es va comprovar la seva preséencia en I'eluit de la

columna per WB.

Aquesta Sema3A purificada es va ufilitzar en els segUents assajos
d’'ELISA, en els quals es van analitzar 9 serums control, 10 serums control
de patologia, pertanyents a pacients amb algun tipus de malaltia
neurodegenerativa  perd no relacionats a malalties de la MN
(Alzheimer, Parkinson i MG), 5 sérums LMND i 15 serums ELA. Els resultats

del test es poden veure a la figura R-20.
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Figura R-20. Assaig d’ELISA per determinar la preséncia d’anticossos contra
Sema3A en sérums patologics utilitzant Sema3A recombinant purificada. Les
mostres de sérums control i control de patologia (PATOLOGICS) es troben
agrupades, mentre que cadascuna de les mostres LMND i ELA estan
representades individualment. Cada barra representa el valor, mitjana de 3
determinacions, de la DO a 450 nm % SEM. *p0.05,**p<0.01, ***p<0.001

Tot i que els serums LMND i ELA presentaven valors de DO
significativament superiors als dels serums control, en aquest cas, es va
prendre com a referéncia estadistica el valor de DO dels serums
control de patologia, degut a que també presentaven una diferéncia
significativa respecte dels serums d'individus sans. Encara que la
mitjana dels valors de serums LMND i ELA era superior a la dels serums
control de patologia, no hi havia diferéncies significatives entre ells
degut a la gran variabilitat entre les dades individuals. Fent una andlisi
individualitzada de les mostres es va comprovar que 2 dels 5 sérums
LMND i 6 dels 15 serums ELA presentaven un reconeixement significatiu
de I'antigen, demostrant aixi la preséencia d'autoanticossos contra
Sema3A en alguns serums de malalties de la MN. La preséncia
d'aquest anticossos en serums de pacients amb aquest tipus de
patologia, tot i no actuar com a marcadors especifics, podria tenir un

interés de tipus diagnostic.
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Descrita fa més de 140 anys, la ELA és considerada avui dia la forma
més comuna de malaltia degenerativa de la MN en la poblacié
adulta. Amb una evolucié rapida, progressivament incapacitant i de
pronostic mortal al cap de 3-5 anys després del diagnostic, la ELA
esdevé una malaltia devastadora que afecta tots els aspectes de la
vida personal, laboral, social i familiar dels pacients. Tot i desconeixer
encara les causes exactes que inicien el procés degeneratiu, s'han
identificat diversos mecanismes que podrien participar en la progressid
de la malaltia. Es més, cada cop amb més forca, la ELA és
considerada una malaltia de fipus multifactorial, on els diferents
processos patogenics interactuarien entre ells provocant alteracions
estructurals i funcionals en les MN, i possiblement també, en les cél fules
de la glia adjacents, que durien, ineludiblement, a la seva

degeneracié i mort.

D’entre totfs els mecanismes proposats, I'excitotoxicitat per glutamat
ha estat un dels més estudiats. Les primeres evidéncies que van posar
de manifest la implicacid de I'excitotoxicitat en la patogenia de la ELA
van ser els nivells elevats dels aminodcids excitatoris glutamat, glicina i
aspartat en serum i LCR de pacients (Rothstein et al, 1991; Urushitani et
al, 1998). L'increment de la concentracid de glutamat es va associar a
un deficit en la recaptacié del NT en I'espai intersindptic, el que es
tfraduiriac en una sobre-activacié dels receptors postsindptics de
glutamat. Posteriorment, es va determinar que aquesta alteracid
estava relacionada a la perdua selectiva del fransportador astroglial
de glutamat EAAT2, observada en pacients amb ELA esporddica i
familiar (Rothstein et al., 1995) i en diferents models de rates i ratolins
transgenics mSOD1 (Bruijn et al., 1997a; Bendotti et al., 2001). En les MN
espinals de pacients amb ELA s'ha observat també una sintesi
deficient de la subunitat GIuR2 dels AMPARs (Kawahara et al., 2004), la
qual limita la permeabilitat del receptor a Ca?*, afavorint-se, aixi, la

suscepftibilitat de la ceéldula al dany excitotoxic. Alhora, 1'Us
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d'antagonistes del AMPAR retarda |'aparicié de les alteracions
motores i augmenta la supervivencia en els ratolins mSOD1693A
(Tortarolo et al., 2006). En el model d’embrié de pollastre, dmpliament
utilitzat en I'estudi del desenvolupament del sistema nervids, la mort
cellular programada i els fendmens d'excitotoxicitat, s'ha observat
que l'aplicacié cronica de NMDA produeix unes alteracions
estructurals en les MN similars a les observades en la ELA humana
(Tarabal et al., 2005). Aixi mateix, el fet que el Riluzol, I'Unic farmac
utilitzat actualment en el tractament de la malaltia, actui inhibint de
forma no competitiva els AMPARs i els NMDARs (Debono et al., 1993),
recolzaria la participacié dels receptors ionotropics de glutamat en els
processos excitotoxics que duen a la degeneracid de les MN en la
ELA.

L'autoimmunitat és una altra de les hipotesis involucrades en la
patogénia de la ELA. Tot i que la seva rellevancia no és del tot
concloent, s'ha detectat la presencia de certs fendomens
autoimmunitaris en els teixits afectats per la malaltia. En sérum de
pacients amb ELA de tipus espordadica s'ha observat la presencia
d’'anticossos circulants contra canals de Ca2+ dependents de voltatge
(VGCC). Aquests anticossos indueixen [|'activacié de corrents
d'entrada de Ca?t i la degeneracid i mort de MN en cultiu, i, alhora,
alteren I'nomeostasi intracellular del Ca?t i produeixen canvis
estructurals de les MN in vivo, quan sén transfectats passivament a
ratolins (Appel et al. 1995; Engelhardt et al. 1995). Aixi mateix, s'ha
demostrat que les IgG purificades de pacients amb ELA i incubades
amb preparacions musculars de ratoli, s'uneixen a les membranes
presindptiques de les MN a través de la interaccid antigen-anticos i
modulen la transmissid sindptica incrementant la secrecidé de NT
(Pagani et al., 2006). Aguesta secrecid de NT requeriria I'entrada de
Ca?* ales MN pels VGCC de tipus N i l'activacié de la fosfolipasa C. En

preparacions de diafragma i nervi frénic de ratoli, I'aplicacié de la
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fraccié de IgG de pacients amb ELA indueix un increment del nombre
de potencials miniatura (Uchitel et al., 1988), suggerint que els
terminals presindptics de les MN serien una diana d'accié dels factors
immunologics implicats en la patologia de la ELA. La injeccid
intfraperitoneal d'aquestes IgG en ratolins produeix la degeneracié de
les MN espinals (Pullen et al., 2004). Tanmateix, I'aplicacié subcutdnia
de les IgG en unid neuromuscular de ratoli indueix, inicialment,
processos de plasticitat sindptica a nivell dels terminals nerviosos,
associats a una entrada de Ca?* pels VGCC de tipus L (Fratantoni et
al., 2000), els quals desemboquen, a la llarga, en una disfuncié de la

tfransmissid neuromuscular.

Aquestes troballes suggereixen que les IgG de pacients amb ELA
estarien involucrades en la patogénia de la malaltia. Tot i aixo, tan la
ineficacia de la terdpia immunosupressora en pacients, com
I'abséncia de citotoxicitat exercida per aquestes IgG en cultius
organotipics de medulla espinal (Li et al., 2008), fan que la presencia i

significacié d'aquests autoanticossos encara estigui sota discussio.

En la primera part d'aquest treball, hem mesurat i caracteritzat I'accid
de 14 serums de pacients amb ELA espordadica sobre I'activitat del
receptor ionotropic de glutamat de tipus NMDA GIuN1/GIuN2A huma,
en un sistema d'expressid heterdloga com és I'odcit de Xenopus laevis.
Aquest model experimental ha estat dmpliament utilitzat en els estudis
electrofisioldgics de canals idnics i constitueix una poblacid de celfules
molt homogenia que ens permet obtenir resultats comparables. La
segona part del tfreball estd focalitzada en la deteccid de la presencia
d’'autoanticossos circulants en els sérums de pacients mitjancant
técniques d’ELISA.
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1. Efecte dels serums patologics ELA sobre el receptor
de glutamat de tipus NMDA GIuN1/GIuN2A expressat en

oocits de Xenopus laevis.

Tal com s'havia descrit en freballs anteriors (Rothstein et al, 1991;
Urushitani et al, 1998), els nivells serics dels aminodcids excitatoris
glutamat, glicina i aspartat també es trobaven incrementats en les
nostres mostres de serum ELA respecte de les control. Per tal d'evitar
interferéncies en els registres electrofisiologics al tractar-se de tres
agonistes del NMDAR, vam procedir a dialitzar fotes les mostres.
Després de readlitzar el protocol de didlisi no existien diferéncies
significatives entre controls i ELA degut a que la majoria de les mostres

no presentaven valors detectables de cap dels fres aminodcids.

En els primers assaigs que vam redlitzar varem comprovar que
I'aplicacié extracellular de serum en els oocits de Xenopus activava
grans corrents d'entrada de fipus oscil latori. Aquest fet havia estat
préviament descrit en estudis anteriors i corresponia a I'accidé de I'acid
lisofosfatidic o lisofosfatidat (LPA), un factor séric que estimula la via
de senyalitzacié de la PLC, a través de proteines G,q/11, provocant la
produccié de IP3, la secreci6 de Ca2* dels compartiments
intfracel{ulars i I'activacié de la PKC (Fukushima et al., 2002).
L'increment de la concentracid citosodlica de Ca?* indueix la
generacié de grans corrents oscil {atoris com a resultat de I'activacié
dels canals de CI- dependents de Ca?*intracel lular, presents de forma
enddgena en els odcits de Xenopus (Tigyi i Miledi, 1992; Aleu et al.,
2002).

Aixi doncs, en aquest model, la generacié de corrents oscil latoris de

clorur és una mesura indirecta de la mobilitzacié de Ca?* intracel {ular.

L'LPA, degut a les seves propietats termoresistents, no es veu afectat

pel xoc térmic al qual sén sotmeses les mostres, per tal de neutralitzar
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el sistema del complement, i tampoc és eliminat amb la didlisi. Els
oocits de Xenopus expressen en la seva membrana receptors propis
per a I'LPA, XLPai-1 i XLPa1-2, els quals presenten un ?0% d’homologia

amb el receptor de mamifers LPa1 (Kimura et al., 2001).

Per tal de comparar les respostes generades per serums control, ELA i
control de malaltia, varem mesurar la cdarrega electrica dels corrents
de membrana generats en els odcits. Es va observar que, a baixes
concentracions de serum (1:10000 o dilucions més grans), era possible
repetir I'aplicacié de la mostra sense una perdua significativa de la
resposta. En canvi, amb mostres més concentrades (1:40), com les que
finalment es van utilitzar en els nostres registres, 1'odcit es
desensibilitzava i calia esperar molts minuts per una recuperacid
completa de la resposta. Per aquesta rad, cada replica es realitzava
en oocit diferent i es comparaven les respostes obtingudes amb

diferents lots d’oocits.

En provar el serum ELA varem observar que les respostes generades en
els oocits eren significativament superiors a les registrades en el cas
del serum d'individus sans i el sérum PBP, encara que no diferien de les
respostes activades pels serums MG i LMND. La diferencia més gran,
pero, apareixia en expressar en els oocits el NMDAR. En aquest cas,
I'aplicacié de serum ELA generava uns corrents amb una cdrrega
eléctrica tres vegades més gran que la observada en el cas del serum
control, i, alhora, aquesta resposta era també significativament
superior a la generada per tots els serums control de malalties.
L'activacié directa del NMDAR per part del serum, amb el conseqUent
influx de Ca?+ pel receptor i I'activacid secundadria dels canals de CI-
dependents de Ca?*, pot ser exclosa dels nostres experiments donada
la didlisi a la que van ser sotmeses les mostres per tal d'eliminar el
contingut d'aminodcids excitatoris. Tot i que en algunes de les nostres
mostres de serum quedaven certs remanents de glutamat, glicina i

aspartat després de la didlisi, les concentracions d'aquests aminodcids
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un cop diluit el serum en la solucié de registre (0.0135 yM Glutamat,
0.108 uM Glicina, 0.0122 uM Aspartat) sén insuficients per una correcta
activacié del receptor GIuN1T/GIUN2A (Chen et al., 2005, 2008; Erreger
et al., 2007). Els corrents activats per serum control i ELA en preséncia
del NMDAR van ser caracteritzats mesurant el seu potencial de
reversid, el qual, en ambdds casos, era proper al potencial d'equilibri
de I'i6 clorur descrit en odcits de Xenopus (Barish, 1983), descartant-se

aixi la participacié d'altres components.

Donat que els corrents oscil latoris generats en els oocits de Xenopus
son deguts a I'activacié dels canals de Cl dependents de Ca?*
(Miledi, 1982), sembla ser doncs que el serum ELA estaria activant la
mobilitzacié de Ca2* intracelfular. Es més, en base als nostres resultats,
proposem que el NMDAR estaria participant en un mecanisme de
mobilitzacié intracel lular de Ca?* no relacionat a I'activacié del flux
d'ions a través del receptor de glutamat; un mecanisme directament
associat amb components presents en el serum de pacients amb ELA
perd no en els serums d'individus sans o d'altres malalties

neuromusculars.

El Riluzol es utilitzat actualment en el tfractament de la ELA. Aquest
farmac té propietats neuroprotectores ja que influeix en la transmissid
glutamatérgica a través dels seus efectes moduladors sobre la
secrecié de glutamat (Hebert et al., 1994), les vies de senyalitzacio
mitjoncades per proteines G (Doble et al., 1992) i la interaccié amb els
NMDARs (Debono et al., 1993; Hubert et al., 1994). Donat que les
mostres de sérum ELA utilitzades en aquest estudi van ser obtingudes
de pacients tractats amb Riluzol, i que les mostres van ser dialitzades,
varem andlitzar I'efecte del farmac per descartar completament les
interferéncies del tractament en els nostres experiments (no presentat
a la seccié de resultats). El Riluzol, a concentracions similars a les
descrites en serum de pacients amb ELA (0.05-0.300 mg/L)

(Groeneveld et al., 2003), no inhibia els corrents activats per glutamat
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en els oocits injectats amb el receptor GIUNT/GIUN2A, ni tampoc

generava cap tipus de resposta per ell mateix.

L'especificitat de les respostes ocasionades per la interaccié del serum
ELA i el NMDAR esta ligada a I'exigéncia de la preséncia de les dues
subunitats del receptor de glutamat i a I'efecte inhibidor de I'MK-801.
Els nostres resultats indiqguen que el serum ELA tan sols exerceix un
efecte significatiu sobre la generacid de corrents oscil latoris de CF,
directament relacionats a la mobilitzacié de Ca?+ intracel fular, quan el

NMDAR no es froba bloquejat.

L'accié del serum en els oocits de Xenopus que expressen el NMDAR
té també un efecte addicional sobre la transmissid glutamatergica. Els
corrents activats per glutamat es veuen significativament incrementats
després de l'exposicid a serum. Aquest efecte, perd, no presenta
diferencies significatives entre mostres control, ELA i control de
malaltia. L'efecte de potenciacié glutamatérgica, que involucra
I'accié de la PKC i de la CaMKIl (Ca2+/calmodulin-dependent kinase )
per accié de I'LPA, ha estat préviament descrit en odcits de Xenopus

que expressaven el receptor d’ACh i el AMPAR (Nishizaki et al. 1997).

En un intent per dilucidar mecanismes patogenics comuns entre la ELA
de tipus esporadica i la ELA de tipus familiar es varen reproduir els
experiments amb el serum del model de rata transgénica mSOD1
G93A. Aguest model ha estat dmpliament utilitzat en I'estudi de la
patogenia de la malaltia durant els Ultims vint anys (Pasinelli i Brown,
2006; Gurney et al., 1994; Nagai et al., 2001). La sobreexpressid de
mSOD1 provoca el desenvolupament d'una malaltia neuromuscular
fatal, totalment comparable a la ELA humana. Alhora, en el model
tfransgénic de ELA familiar, el curs temporal de la progressid de la
malaltia estd clarament definit, classificant-se en diferents estadis
segons I'edat de I'animal. Aixi doncs, es van obtenir mostres de sérum
WT i mSOD1 G93A a 4 edats post natals diferents: P30, P60, P90 i P120 i

es va andlitzar el seu efecte sobre oocits control i NMDAR. Tal com
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haviem observat en el cas de les mostres humanes, el serum de rata
també induia respostes de tipus oscillatori en el oocits. Els nostres
resultats van revelar que tan sols el serum de rata mSOD1 G93A, en
estadis inicials de la malaltia (p30), presentava respostes
significativament superiors a les observades en els cas de serum de
rata WT en preséncia del NMDAR. En relacié a aquest fet, diversos
estudis han determinat que la transferéncia passiva de la fraccid d'IgG
del serum de pacients amb ELA en ratolins, provoca una potenciacid
sindptica a nivell dels terminals nerviosos motors, que cursa a través de
I'increment de la concentracié de Ca?* intraceldular (Engelhardth et
al., 1997). En conseqUéncia, la desregulacié del Ca?* provocaria
disfuncions mitocondrials, generacié de radicals lliures i mort celular
(Guegan et al., 2001; Strong, 2003). Aquestes troballes, conjuntament
amb l'ineficacia de la terdpia immunosupressora en pacients en
estadis avancats de la malaltia (Smith et al., 1994) recolzarien la idea
de que les alteracions degudes a les IgG associades a la malaltia es
donarien en etapes inicials del procés degeneratiu de les MN en la
ELA.

Cal destacar, perd, que el fet que les mostres de rata WT en presencia
del NMDAR també generin respostes incrementades respecte de les
observades en odcits control, ens fa pensar que hi podria haver un
problema en el processament de les mostres. Exactament, en el
procés de didlisi, que podria haver deixat rastres d'aminodcids
excitatoris del NMDAR en les mostres de serum, emmascarant-se qixi
possibles diferéncies entre serums WTi mSOD1 G93A en les altres edats
post natals provades. També hem de tenir en compte que, per
dificultats en I'obtencié del volum necessari per realitzar els assaigs, la
n de la mostra de sérum per cada estadi i condicié era només de n=2.
Degut a aix0, és impossible discernir en aquest cas si existiien o no

coincidencies en quant a la presencia de factors sérics associats a la
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malaltia entre les mostres de ELA esporddica humana i les mostres del

model animal transgénic de ELA familiar.

Les primeres referencies d'alteracions autoimmunes en la ELA van
apareixer amb la deteccid de grans acumulacions de IgG en MN de
medul 1a espinal i en célules piramidals del cortex motor de pacients
(Appel et al. 1995). Tal com hem comentat amb anterioritat, els ratoling
fractats amb 1IgG de pacients amb ELA presenten un increment en la
concentfracid de Ca?" infracelular associat a canvis estructurals
degenerants en les MN i a processos de plasticitat sindptica a nivell de
la transmissié neuromuscular (Engelhardt et al., 1995; Fratantoni et al,,
2000; Pullen et al., 2004; Pullen i Humphreys, 2000). Al provar I'efecte de
les fraccions de IgG purificades de les mostres de sérum control i ELA
sobre els odcits de Xenopus varem observar que es generaven
corrents transitoris d'enfrada de fipus no oscil latori, els quals diferien
dels observats en el cas de les mostres de serum complet. En abséncia
del NMDAR, no hi havia diferencies significatives entre les respostes
generades per mostres control i ELA. En canvi, quan el receptor de
glutamat era expressat en els oocits, les IgG de pacients amb ELA
activaven uns corrents amb una cdrrega eléctrica dues vegades
superior a la dels corrents generats per les IgG control. Fins avui, no
s'ha descrit encara cap accid directa de les IgG associades a ELA
sobre els receptors postsindptics de glutamat. S'ha observat pero, que
aquestes IgG son capaces d'incrementar la freqlencia dels corrents
espontanis postsindptics excitatoris, en neurones hipocampals de rata,
a través de I'estimulacié de la secrecié de glutamat dels terminals
presinQptics d'aquestes célilules (Andjus et al., 1997). Aixi mateix,
també s'ha descrit que I'accid de les IgG de pacients amb ELA sobre
els VGCC, incrementa el corrent de Ca2+ d'aquests canals en cellules
de Purkinje (Llinas et al., 1993) i en una linia celdular hibrida de MN
(Mosier et al., 1995).
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Segons els nostres resultats, sembla ser que les IgG de pacients amb
ELA espordadica, a més d'activar un mecanisme celular enddgen en
els oocits de Xenopus, podrien estar participant en I'increment de la
resposta associada al NMDAR, mitjancant I'activacié de vies de

senyalitzacié no canodniques mitjancant el receptor.

Les vies de senydlitzaci® no canoniques de receptors tipicament
jonotropics han estat descrites amb anterioritat en el cas dels
receptors de Kainat (Rodriguez-Moreno i Lerma, 1998), receptors
GABA-A (Liu ef al., 2000) i NMDARs (Lee et al., 2002). Encara que els
receptors de Kainat desenvolupen accions ionotropiques, en moltes
regions del SNC es troben implicats en la senyalitzacidé metabotropica,
la qual involucra I'activacid de proteines G i I'estimulacid de vies de
senydlitzacié de segons missatgers associades a PKA i PKC (Rozas et
al., 2003). L'aplicacié de Kainat en poblacions de céllules ganglionars
de I'arrel dorsal indueix la secrecidé de Ca?t dependent de proteines
G, dels compartiments intracel {ulars (Rodriguez-Moreno i Sihra, 2004).
Diversos estudis han demostrat que les funcions associades als NMDARs
poden ser regulades per receptors acoblats a proteines G, com seria
el cas del receptor de dopamina D1, mitjancant I'activacio de vies de
senydlitzacié de segons missatgers dependents de PKA i PKC (revisat
en Greengard, 2001). Més recentment, s'ha descrit un altre tipus de
modulacié que requeriria la interaccié directa, proteina a proteina,
entre el NMDAR i el receptor D1 (Lee et al., 2002). En aquest estudi,
realitzat en neurones d'hipocamp en cultiu, s’ha observat que I'extrem
C-terminal del receptor D1 pot unir-se de forma directa i selectiva a la
subunitat GIuNT del NMDAR. L'activacid del receptor D1 per part del
seu agonista dona lloc a la dissociacid del ligam amb GIuNT,
permetent llavors I'acoblament de calmodulina i IPs quinasa a I'extrem
C-terminal d'aquesta subunitat i la subseqlent activacid de vies de
senydlitzacié que promouen la supervivencia celdular. Aguesta

senyalitzacié del receptor de glutamat, modulada pel receptor DI,

158



Discussio

seria independent de I'activacié del flux d'ions en el NMDAR. Aixi
mateix, s'ha observat que el receptor metabotropic de glutamat del
grup | mGIuRS s’agrupa al NMDAR en neurones hipocampals (Perroy et
al., 2008). mGIuR5 és capac de disminuir els corrents que flueixen pel
NMDAR, i de forma reciproca, NMDAR inhibeix fortament la capacitat
de mGIuRS de segregar Ca?t intraceldular. Aquest resultats
suggereixen un mecanisme mutu de regulacié constitutiva
independent d'agonista per a mGIuUR5 i NMDAR. La interferéncia
reciproca enfre tofs dos receptors indicaria que es tracta d'un

mecanisme d’'accid no canonic.

Amb la informacid provinent dels nostres resultats i la descrita en la
literatura, proposem un model en el qual el NMDAR seria modulat per
factors presents en el serum de malalts amb ELA. De la mateixa
manera que I'LPA actua, els factors serics associats a ELA podrien
induir I'acoblament entre el NMDAR i els complexes de proteines G
unides a membrana (Go, Gs), promovent I'activacid de la PLC, la
formacié de IPs i la secrecid de Ca?+ dels compartiments intracel {ulars
(Figura D-l). Aquesta hipotesi implicaria que, juntament amb la
senydlitzacié canonica ionotropica, el NMDAR estaria involucrat en la
pafogenia de la ELA exercint nous modes d'accidé de fipus

metabotropic, els quals durien a alteracions excitotoxiques.

159



Discussio

CONTROL ALS
SERUM SERUM
o o o
o®o 0®o
© oo @o 00

4 ca 2* mobilization
(calcium stores)

Figura D-1. Representacié esquematica del model hipotétic d'accié del sérum
ELA en els oocits de Xenopus que expressen el NMDAR. El NMDAR, un receptor
tipicament ionotropic, pot ser modulat per factors solubles presents en el serum
ELA, adquirint activitat metabotropica. La interaccié directa entre el receptor i
les proteines G activa la via de senyalitzacié de segons missatgers de la PLC i
I'lPs, promovent la secrecié de Ca?tintracel lular i I'activacid dels canals de CF
dependents de Ca?*. Les nostres dades recolzen la idea de la preséncia d'un
o més factors endogens en el serum ELA que activarien la mobilitzacié
intracel lular de Ca?* a través d'una via de senyalitzacid no canonica del
NMDAR.

2. Deteccié d’autoanticossos circulants en sérums

patologics ELA.

La identificacid d'autoanticossos associats a ELA pot esdevenir una
eina clau en el diagndstic i fractament de la malaltia. La manca d’'un
marcador o prova diagnostica especifica per la ELA, aixi com, la
similitud dels simptomes en etapes inicials de la malaltia amb els que
es presenten en moltes altres sindromes motores i malalties de la MN,
fa que, la majoria de les vegades, |'obtencié d'un diagnostic definitiu

pugui endarrerir-se varis mesos. En malalties amb una evolucid tan
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rapida i progressivament incapacitant com la de la ELA és essencial

frobar noves eines per tal d'agilitzar la seva diagnosi.

Fins avui, s'han descrit diferents tipus d'anticossos contra antigens
neuronals en pacients de ELA de tipus esporddica i familiar. Malgrat
tot, es desconeix encara el significat de la seva preséncia, ja que no
es troben en fofs els serums de pacients amb ELA i, alguns d’ells, en
canvi, s'han identificat també en sérums pertanyents a pacients amb
altres malalties neurologiques (Lamb i Patten, 1991; Gallardo et al.,
2001).

A part de les técniques biogquimiques cldassiques per determinar la
presencia d'anticossos, com seria la técnica de ELISA, en la deteccid
d'anticossos presents en el serum de pacients amb ELA s’han utilitzat
diferents sistemes d'assaig. La preséncia i funcionalitat dels anticossos
contra canals de Ca?* en aquests serums es va avaluar en la linia
cellular de feocromocitoma PC12 (Offen et al., 1998). Aquestes
céllules poden secretar dopamina tritiada exclusivament a través de
VGCCs de tipus L. En aquest treball es va descriure la inhibicié de la
secrecié de dopamina per aguests canals per anticossos presents en
el serum de malalts. Els cultius organotipics de medulla espinal també
han estat utilitzats en I'estudi del serum ELA (Li et al., 2008). En aquest
cas, pero, I'administracid de la fraccié de IgG purificada del serum de
malalts amb ELA no produia cap tipus d'efecte neurotoxic. La
presencia de IgG citotoxiques en la saliva de pacients amb ELA s’ha
analitzat mitjancant un assaig que mesurava la hemolisi produida
quan es posaven en contacte eritrocits amb la saliva a analitzar
(Conradi et al., 1990). Els models in vivo sén també un bon sistema per
investigar els fendmens d’autoimmunitat en la ELA. Com hem
comentat amb anterioritat, la injeccid de IgG de pacients amb ELA en
rates o ratolins permetia determinar, al cap de 24h, la localitzacié
d'aquests anticossos. Es va observar que les IgG de ELA es

mobilifzaven a teixits del SNC, més concretament als axons terminals
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de MN espinals, on provocaven una degeneracié similar a la
observada en els casos de pacients amb la malaltia (Engelhardt et al.,
1997). En el model d'embrié de pollastre I'administracié de serums de
malalts amib ELA durant el periode de la mort celdular programada o
PCD (de E6 a E10) produia, paradoxalment, un rescat significatiu del
nombre de MN (Oppenheim, 1987).

En aquesta segona part del freball hem continuat amb un estudi
iniciat al Departament de Neurobiologia Celd{ular de la Facultat de
Medicina de la Universitat de Lleida-IRBLLEIDA, amb el qual
col{aborem. En aquest estudi es va observar que I'aplicacid de sérums
ELA durant la PCD en el model d'embrié de pollastre, no només
evitava la degeneracié i mort de les MN, sind que un nombre
moderat, perd significativament més alt, d'aquestes célilules
sobrevivien al periode de la PCD. Posteriorment es va comprovar que
aquest rescat era degut a I'accid d'un tipus de IgG que es trobava en
els serums de malalts perd no en el serum d'individus sans. Mitjangcant
técniques protedmiques es va constatar que algunes IgG de pacients
amb malalties de la MN (purificades a partir de 3 mostres de sérum ELA
i 1 mostra de serum LMND) eren capaces d'unir-se a proteines del
sistema nervids de I'embrid de pollastre. Per espectrometria de masses
es van identificar aquestes proteines reconegudes per les IgG com
diferents proteines pertanyents a la classe 3 de la familia de les

Semaforines.

Les Semaforines sén una familia de proteines secretades o associades
a membrana, que actuen com a molécules quimioatraients o
quimiorepellents, en diferents processos com sén la guia axonal
(Kolodkin et al., 1993), la migracié celilular, la sinaptogenesi o la
metdstasi en el cas del cancer (Tran et al., 2007). Les Semaforines de la
classe 3 han estat relacionades, majoritdriament, a I'emissid de senyals
repulsives i al collapse del conus de creixement de I'axd (Luo et al.,

1993), tot i que també poden exercir senyals d'atraccid.
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En el model d'embrié de pollastre es va comprovar que I'adicié de
I'anticds comercial anti-Sema3A rescatava MN durant el periode de la
PCD tal com ho feien els sérums. Aixi doncs, sembla ser que els
anticossos presents en els serums patologics sén capacos d'inhibir les
proteines Semaforines que actuen a nivell del sistema nervids de
I'embrié de pollastre durant el desenvolupament. Al inhibir les
proteines relacionades a la senyalitzacié quimiorepelent de la guia
axonal, augmenta el nombre de célules que poden arribar a la seva
diana, el muscul, fent que s’estableixin més contactes neuromusculars i

augmentant aixi el nombre de MN al final de la PCD.

En el present estudi hem analitzat la preséncia d'anticossos confra
Sema3A en varies mostres de serum control i patologic per determinar

si es fracta d'un autoanticos associat a ELA.

En els primers assaigs de ELISA varem utilitzar com a antigen dos
péptids comercials de la Sema3A. La majoria dels seérums ELA, qixi com
algun dels serums de LMND, una forma comuna de malaltia de la MN
gue pot evolucionar a ELA, presentaven anticossos que reconeixien les
seqUencies dels peptids homologues a la proteina Sema3A. Tot i qixo,
el fet que hi hagués també cert reconeixement per part de les mostres
de serum conftrol, i que aquest fos superior al presentat per la mostra
de serum PBP, ens feia dubtar de I'eficdcia dels peptids en aquest
assaig i insinuava també una possible unid inespecifica antigen-
anticos. Utilitzant com a antigen la Sema3A recombinant que haviem
produit en céllules COS-7, varem observar que, en aquest cas, no hi
havia cap tipus de reconeixement inespecific per part de les mostres
de serum d'individus sans. Tot hi qix0, hi havia diferencies significatives
entre aquests i els serums control de patologia, que provenien de
pacients amb malalties neurodegeneratives perd no relacionades a
malalties de la MN. Per aixd es va agafar com a referéncia per les
mostres ELA i LMND els serums control de patologia. Es va observar que

sis de les mostres de serum ELA i dues de les mostres de serum LMND
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analitzades presentaven autoanticossos contra la proteina Sema3A.
Segons aquests resultats no podriem considerar els autoanticossos
contra Sema3A un marcador especific per la ELA, encara que podrien
ser utilitzats com un indicatiu de malaltia. Tot i aixd es requeririen més
estudis per determinar si aquests autoanticossos podrien actuar com
una eina diagnostica entre els diferents tipus de malalties de la MN i

sindromes motores.

En aquests Ultims anys, diversos treballs han proposat la relacié entre
I'expressio i funcié aberrant de proteines encarregades de la formacid
i manteniment dels circuits motoneuronals, com sén les Semaforines, i
algunes de les alteracions patoldogiques que duen a la perdua
d'aquestes connexions observades en la ELA (revisat en Schmidt et al.,
2009). Més concretament, en un treball publicat per De Winter i
collaboradors, I'any 2006, es va descriure una expressio diferencial de
Sema3A en les céllules de Schwann terminals de ratolins mSODI
G93A. Aquests animals presentaven un augment en I'expressid del
MRNA de Sema3A en les cellules de Schwann associades o
subpoblacions especifiques de fibres musculars, anomenades “fast-
fatigable” o fibres de ftipus llb i lix, que no s'observava en animals WT.
Aquests subtipus de fibres, que es caracteritzen per la seva poca
capacitat d'estimulacié de la formacid de brots als terminals nerviosos,
serien les primeres en perdre's en la ELA (Frey et al., 2000). La
sobreexpressid de Sema3A en les céllules de Schwann del ratoli
fransgenic causa una repulsid dels axons a nivell de la unid
neuromuscular, i com a conseqgiéncia, una denervacié axondl, i, la
degeneracid de les MN. Un treball més recent ha descrit la capacitat
de regeneracié que presenta el corn anterior de la medulla espinal,
en el model de ratoli mSOD1 (Miyazaki et al., 2009). Tot hi que la
pérdua de MN espinals és un fet ben establert en els models animals
de ELA, aquest estudi ha determinat que durant etapes inicials de la

progressid de la malaltia, entre les setmanes 15 i 18 de vida de
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I'animal, es produeix un fenomen de recuperacié del nombre de MN.
Aquest fenomen estd relacionat a un increment progressiu de gamma
1 laminina, un promotor de la regeneracié, i a una disminucié

progressiva de Sema3A, considerada un inhibidor de la regeneracio.

Tenint en compte aquest treballs, podriem pensar que, |'aparicid
d'anticossos contra Sema3A en alguns serums de ELA i LMND, tindria
significat com a mecanisme de defensa de I'organisme enfront les
senyals inhibitdries que exerceixen aguestes molecules sobre les MN

durant estadis terminals de la progressié de la malaltia.

3. Consideracions finals

Les diferents linies d'investigacié en la patogénia de la ELA posen de
manifest la participacié de multiples factors en el procés degeneratiu
de la malaltia. Els nostres resultats mostren ['activacié de la
mobilitzacié de Ca?* intraceldular, dependent de la preséncia del
NMDAR, per part del serum ELA, la qual, relacionaria la preséncia de
factors immunologics associats a ELA amb els processos
d’'excitotoxicitat descrits en la seva patogeénia. Aixi mateix, els
anticossos contra la proteina Sema3A estan presents en alguns serums
ELA i LMND perd no en serums d'individus sans o pacients amb altres
tipus de malalties neurodegeneratives. Donada I'abséncia de cap
tipus de marcador especific per la ELA i altres malalties de la MN, seria
interessant la utilitzacid d'aquests i altres autoanticossos per tal

d'agilitzar el diagnostic diferencial d'aquestes patologies.
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Conclusions

1. Els serums control i patologics activen corrents oscil {atoris de
clorur en els oocits de Xenopus laevis, els quals son una mesura

indirecta de la mobilitzacié de Ca?+ infracel {ular.

2. En presencia del NMDAR GIuN1/GIUN2A, els corrents generats
en resposta a sérum ELA sén significativament superiors als generats
per serum provinent d'individus sans i pacients amb altres tipus de

malalties de la MN.

3. La resposta generada pel serum ELA presenta dependéncia de
la presencia d’'ambdues subunitats del NMDAR i €s sensible al bloqueig

amb MK-801, un antagonista no competitiu del receptor.

4, L'accid del sérum sobre els odcits de Xenopus laevis té& un
efecte potenciador dels corrents glutamatergics que flueixen a través
del NMDAR.

5. El serum de rata mSOD1 G93A, model animal transgenic de la
forma familiar de ELA, en preséncia del NMDAR i en etapes inicials de
la progressié de la malaltia (P30), genera respostes similars a les

obtingudes amb el serum de pacients amb ELA.

6. La fraccid de IgG purificada de serums control i ELA activa
corrents fransitoris d'entrada no oscil {atoris en els oocits de Xenopus,
els quals difereixen dels generats en el cas del serum complet. La
resposta activada per IgG de pacients amb ELA en presencia del
NMDAR és significativament superior a la generada per les IgG

d'individus sans.

7. Algunes de les mostres de sérum ELA i LMND contenen

anticossos que reconeixen especificament la proteina Semaforina 3A.
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Massive programmed cell death (PCD) of developing chick embryo motoneurons (MNs) occurs in a well
defined temporal and spatial sequence between embryonic day (E) 6 and E10. We have found that, when
administered in ove, either circulating immunoglobulins G (IgGs) or cerebrospinal fluid from patients with
MN disease can rescue a significant number of chick embryo MNs from normally occurring PCD. An increase
of branching of intramuscular nerves was also observed that may account for the rescuing effects of
pathologic 1gGs. Proteomic analysis and further analysis by ELISA indicated that these effects may be
mediated by the interaction of circulating human immunoglobulins with proteins of the semaphorin family.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult-onset disease
characterized by degeneration and loss of upper and lower moto-
neurons (MNs) in the cortex, brainstem and spinal cord. Consequent-
ly, a progressive neuromuscular deficit occurs that includes muscle
atrophy, spasticity, MN loss and paralysis with an average survival of
2-3 years after clinical disease onset. Clinical variants of the disease
have been described affecting only spinal lower MNs, upper MNs or
MNs innervating the bulbar muscles (Barber and Shaw, 2007). About
10% of cases are familial (FALS) with 20% of these caused by a toxic
gain-of-function induced by mutations of the Cu/Zn-superoxide
dismutase (SOD1) (Rosen et al., 1993), whereas the remaining ~90%
are considered sporadic. The pathogenic mechanisms that cause
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Medicina Experimental, Facultat de Medicina, Universitat de Lleida, C. Montserrat
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E-mail address: josep.esquerda@mex.udl.cat (J.E Esquerda).

0165-5728/5 - see front matter © 2010 Elsevier BV. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.jneuroim.2010.07.028

selective MN degeneration, in ALS remain largely unknown. Much of
our knowledge regarding pathogenesis comes from studies of in
transgenic rodents that overexpress mutant SOD1 and develop a
motor pathology similar to human ALS (Gurney et al., 1994). Some of
the proposed mechanisms involved in MN degeneration, include
glutamate-mediated excitotoxicity, protein aggregation, mitochon-
drial dysfunction, oxidative stress, cytoskeletal and axonal transport
alteration, lack of growth factors, dysfunction in non-neural cells and
activation of neuroinflammatory cascades (Cleveland and Rothstein,
2001; Bruijn et al., 2004; Shaw, 2005; Pasinelli and Brown, 2006).
Autoimmune mechanisms have also been proposed as important in
sporadic ALS but its significance is still not clear (Appel et al, 1991;
Drachman et al.,, 1995; Zhang et al., 2005). Activation of microglia and
T lymphocytes is a commonly observed aspect of ALS pathology in
rodent and also in human spinal cord tissue (Troost et al., 1989;
Kawamata et al, 1992; Alexianu et al., 2001; Henkel et al., 2004), and
treatment with the anti-inflammatory drug minocycline delays the
progression of the disease in mice (Kriz et al, 2002; Zhu et al,, 2002). It
has also been suggested that adaptative humoral immune response
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could be involved in ALS (Saleh et al., 2009). A variety of auto-
antibodies have been described in ALS patients’ sera or cerebrospinal
fluid (CSF). These are mainly directed to gangliosides (Pestronk et al.,
1989; Yoshino et al., 1992; Stevens et al,, 1993; Niebroj-Dobosz et al.,
2004), neurofilaments (Couratier et al., 1998) and voltage-dependent
calcium channels (VDCCs) (Delbono et al., 1991; Smith et al,, 1992;
Llinds et al., 1993; Magnelli et al,, 1993; Kimura et al., 1994; Grassi et
al., 1999). Although controversial, there are some reports that
describe neurotoxic antibodies in the sera of ALS patients ( Demestre
et al., 2005) that may deregulate intracellular calcium (Alexianu et al.,
1994, Smith et al., 1994) or activate cell death receptors like Fas (Yi et
al., 2000: Tikka et al, 2002; Sengun and Appel, 2003). However, other
studies have failed to demonstrate the induction of neuronal death by
ALS immunoglobulins (Marti-Fabregas et al., 1992; Drachman et al.,
1995; Li et al,, 2008).

The chick embryo is a good in vivo model system for studying
molecules that promote the survival or death of spinal cord MNs. In
this paradigm the substances are applied onto the vascularised
chorioallantoic membrane and their effects on MN survival are
evaluated (Houenou et al, 1994; Calderd et al, 1998). Normally,
chick embryo MNs undergo developmentally regulated programmed
cell death (PCD) in a well defined time window between embryonic
day (E) 6 and E10 in which MNs interact with their target muscle cells.
Pilot studies suggest that the injection of sera from ALS patients into
the chick embryo during the normal period of MN death results in the
rescue of a significant number of spinal MNs (Oppenheim, 1987).
Based on these initial reports, we have undertaken further investiga-
tions to replicate and expand these experiments. First, we have
confirmed the survival promoting effect of ALS IgGs and we have
additionally found that this rescue may be related to the presence of
antibodies that promote the branching of intramuscular axons by
their ability to interfere with semaphorin signaling.

2. Material and methods
2.1. Human sera, in ovo treatments and chick embryo histology

Sera from 12 different patients with MN disease were used for
testing their effects on MN numbers in the chick embryo spinal cord.
These sera include: 6 ALS (2 males and 4 females), 5 lower MN disease
(LMD; 4males and 1 females) and 1 progressive bulbar paralysis (PBP,
1 male) (Table 1). Sera from apparently healthy adults were used as
controls. Sera from 18 patients affected by neurological disorders
other than ALS (Parkinson's and Alzheimer's disease and, myasthenia
gravis) were also used. Individuals were diagnosed at the Servei de
Neurologia of the Hospital de Sant Pau and Servei de Neurologia of the
Hospital de Bellvitge (Barcelona, Catalonia, Spain). ALS was diagnosed
and classified according to the El Escorial criteria (Brooks, 1994) on
the basis of clinical and electrophysiological data.

Blood samples were collected, and used according patient’s
information and consent, and sera were immediately frozen at
—80 °C. Before use, sera were decomplemented by heating 30 min
56 °C and dialyzed against 0.1 M phosphate buffered saline (pH = 7.4).

IgGs were isolated by using GammaBind Plus (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK), with the standard manufacturer
protocol. Briefly, 2 ml of protein G were washed twice with 8 ml of PBS
and coated with 500 pl of human sera for 2 h at room temperature.
After that, the mixture was centrifuged and the supernatant was
stored as human sera fraction without IgGs. The protein G was washed
twice with PBS and 2.5 ml of 0.2 M glycine, pH = 8, were added. After
centrifugation, the eluted fraction was stored with 1.5 ml of 1 M Tris,
pH=28. This was the sera fraction with IgGs, which was dialyzed
against 0.1 M phosphate buffered saline (pH=74) for 48 h. The
protein concentration of purified IgGs was 4-10 mg/ml.

Some studies were performed also with ALS cerebrospinal fluid
(CSF). Eighteen patients (11 males and 7 females) were identified from
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Table 1

Study subject sera and summary of results. ND=not determined: + = significant

promoting activity. In the duration column: — = alive, ND = patient missing after

diagnosis.
Patient Diagnosis Duration MN Axonal Growth cone  ELISA
subject (months) survival branching collapse anti-sema
reference 3A
1 LMD 114 + + + +
2 PBP ND — — ND ND
3 ALS 54 + + ND ND
4 ALS 61 + + + +
5 LMD ND + + + +
6 ALS = = = ND =
7 ALS 56 + + ND ND
8 LMD = + + ND +
9 ALS 84 — — ND ND
10 ALS ND + + ND ND
11 LMD ND + + ND =
12 ALS ND ND ND ND +
13 ALS ND ND ND ND =
14 ALS ND ND ND ND -
15 ALS ND ND ND ND =
16 ALS ND ND ND ND -
17 ALS ND ND ND ND =
18 ALS ND ND ND ND -
19 ALS ND ND ND ND +
20 ALS ND ND ND ND =
21 ALS ND ND ND ND =
22 ALS ND ND ND ND =
23 ALS ND ND ND ND =
24 ALS 19 ND ND ND =
25 ALS ND ND ND ND -
26 ALS 28 ND ND ND =
27 ALS a0 ND ND ND -
28 ALS 49 ND ND ND -
29 ALS 44 ND ND ND =
30 ALS ND ND ND ND -
31 ALS 58 + + + +
iz ALS 18 ND ND ND -
33 ALS 36 ND ND ND =
34 ALS — ND ND ND -

the population of the Wake Forest University Baptist Medical Center
(WFUBMC) ALS Center that met strict research criteria for classical ALS
with upper and lower motor neuron findings localized to the same
limbs (Brooks, 1994). Patients were recruited in a 2:1 ratio of limb-
onset to bulbar onset patients to reflect the maturally occurring clinical
presentation of the disease (Murray and Mitsumoto, 2002). Fifteen
control participants were screened with a general health question-
naire and were excluded if any significant medical or neurologic
conditions were present including prominent headaches and/or back
pain. All participants underwent manual motor testing of the limbs
and strength was graded according to the Medical Research Council
(MRC) scale. The WFUBMC Institutional Review Board approved this
study, and all participants provided informed consent. Twenty
milliliters of CSF was collected by lumbar puncture and 30 ml of
venous blood was drawn from each subject. Spinal fluid was analyzed
for glucose, protein, and cell count at the WFUBMC laboratory and
immunoglobulin profiles were performed by a commercial laboratory
(Specialty Laboratory, Santa Monica, CA). The concentration of IgG,
IgA, IgM, and albumin in the CSF and serum was measured by
nephelometry, and the referral laboratory calculated CSF:serum
indices for albumin and IgG. Oligoclonal banding was evaluated by
isoelectric focusing. The remaining CSF was stored at -80 °C and the
remaining blood was allowed to clot for 30-45min at room
temperature. The sample was centrifuged (10,000g for 10 min. at
4°C); serum collected (10-15 ml) and stored at —80 °C.

Fertilized chicken eggs were incubated in the laboratory at 37.5 °C
and 45% relative humidity. Chick embryos were treated daily from E5
to E9 by applying different doses of dialyzed and heat-inactivated
serum in ovo, through a window in the shell. On E10, embryos were
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fixed with either Carnoy or Bouin solution and processed for paraffin
embedding. MNs were blind counted in thionin-stained serial
transverse (16 um thick) sections throughout the lumbosacral
segment of spinal cord. Apparently, healthy cells located in the
lumbar lateral motor column (LMC) were counted in every 10th
section according to previously established criteria (Clarke and
Oppenheim, 1995; Calderé et al., 1997). Each individual serum was
tested in 4-8 chick embryos. In another set of experiments, purified
IgGs were tested by using a similar protocol. For testing CSF collected
from ALS patients and healthy control subjects, similar protocol was
used. Each embryo was treated with 5 pg protein, as determined by
protein assays of the CSF, between E6 and E9.

For examination of intramuscular branching in muscle whole
mounts, a previously described protocol was followed (Calderé et al.,
1998). In brief, embryos were first fixed for 4 h in Dent's fixative at
—20°C. Afterwards, samples were rehydrated through a graded
methanol series and washed in PBS, and iliofibularis (IFIB) muscles
were dissected. Whole muscles where blocked for 2 h in PBS contain-
ing 0.4% Triton X-100 (PBST) and 20% horse serum, and incubated with
the mouse anti-class Il -tubulin monoclonal antibody (1/1000
diluted, TuJ-1, R&D Systems; Minneapolis, MN, USA) for 24-48 h at
4 °C. After several washes in PBS, samples were incubated with Alexa
Fluor 488 conjugated anti-mouse IgG and imaged under a FluoView
500 Olympus confocal microscope (Olympus, Hamburg, Germany).

Quantitative measurements of the density and complexity of
innervation were made by means of image analysis after digital
skeletization of whole [FIB muscle under Visilog 6.3 software (Noesis,
Orsay, France). Each individual serum was tested in 4-6 muscles from
different chick embryos.

2.2, SDS PAGE-Western blotting

Samples were homogenized using an insulin syringe in 10 volumes
of ice-cold buffer (2% SDS, 125 mM Tris-HCl pH=6.8, 10% sacarose,
0.02% bromphenaol blue) containing the protease inhibitor cocktail
(Sigma, St. Louis, MO, ref. P8340) and were size separated through
denaturing SDS-PAGE. An equal amount of protein for each sample was
heated at 100 °C for 5 min with an equivalent volume of sample buffer
(containing 8% SDS and 2% mercaptoethanol) and loaded onto 10%
polyacrylamide gels., The proteins were electro-transferred to a
nitrocellulose membrane in Tris-glycine-methanol buffer. The mem-
branes were blocked for 1 h at room temperature in a blocking solution
mixture of 5% nonfat dry milk, 0.1% Tween 20, and TBS. The membranes
were then incubated for 2h at room temperature with the anti-
Semaphorin 3A (sema 3A) (Abcam, Cambridge, UK) antibody (1/500
dilution) or with the human sera (1/100 dilution). The membranes were
rinsed with TBS-Tween20 and incubated with peroxidase-conjugated
secondary antibody anti-rabbit 1gG (Amersham Biosciences) for 1 h at
room temperature. The blots were then washed and processed for
analysis using a Supersignal Chemi Luminiscence detection kit ( Pierce,
Rockford, IL) as described by the manufacturer.

2.3. 2D electrophoresis

The volume carrying 100 pg oftotal soluble protein was mixed with
a rehydration buffer containing: 8 M urea, 0.5% (v/v) CHAPS, 50 mM
DTT, 0.5% (v/v) Biolytes (Biorad, Hercules, CA) to bring to a final
volume of 200 ul. A trace of bromophenol blue was added to the
sample, which was placed into 11 cm strip holder. The IPG strip (pH 3-
10; 11 cm, Biorad) was carefully placed over the protein sample and
overlaid with mineral oil as a cover fluid. The IPG strip was allowed to
actively rehydrate with the protein sample for 2 h. This was directly
linked to afive-step focusing protocol (6 h30 V,3h60V,1h200V,1h
500V, 1h 5000V, and 1h 8000V). The whole procedure was
controlled at 20 °C. The strip gel was incubated in equilibration buffer
[1.5 M Tris—HCl (pH 8.8), 6 M urea, 20% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS]

containing 130 mM DTT for 10 min with gentle agitation, followed by
incubation in the same equilibration buffer supplemented with
135 mM iodoacetamide for 10 min at room temperature. The [PG
strip was then placed onto a 10% SDS-PAGE. The protein standards
were loaded adjacent to the pH 3.0 end ofthe IPG strip. Electrophoresis
was carried out at 100 mA. The western blotting was carried out as
described above. To visualize protein spots, the PAG was subsequently
stained with Flamingo Fluorescent Gel Stain (Biorad) or silver nitrate
(Silver Staining Kit, GE Healthcare, Uppsala, Sweden).

24, Identification of proteins by MALDI-TOF MS

The bands were sliced manually from the gel and individually
digested with 100-150 ng of trypsin (Promega, Alcobendas, Spain) at
37 °C ovemight, using a Montage In-Gel DigestZP (Millipore, Billerica,
MA) following the standard manufacturer protocol. The resulting
peptides were dried and resuspended in 0.1% trifluoroacetyl add.
0.5ul of them were mixed with the same amount of «-Cyano-
4hydroxycinnamic acid (3 mg/ml). Next, they were analyzed by a
MALDI-TOF Voyager DE Pro mass spectrometer (Applied Biosystems,
Foster City, CA) operated in delayed extraction reflector mode at 20 kV
as accelerating voltage, 90 ns of pulse delay time, 75% of a grid voltage,
and a guide wire voltage of 0.005%. Spectra were accumulated for 100
laser shots and were visualized and analyzed using Data Explorer
software version 4.2 (Applied Biosystems). Monoisotopic peaks were
used for identification using the Protein Prospector MS-Fit software
version 3.2 using Swiss-Prot as database search according the following
search parameters: taxonomy, Gallus gallus; min. # peptides required to
match, 4; MOWSE on 1; MOWSE P factor, 0,4; monoisotopic masses;
MW search from 1000-100000 Da; pl 3-10; constant modifications,
carbamidomethyl (C); possible modifications, peptide N-terminal Gln
to pyroGlu, oxidation of M, protein N-terminus acetylated.

2.5. Cell culture and transfection

Simian COS7 cells were transfected usinga 1/1 ratio of Lipofectamine
(Invitrogen, Carlsbad, CA) with a soluble AP-tagged Sema-3A pBK-CMV
encoding vector (from Dr. Kolodkin, The Johns Hopkins University
School of Medicine, Baltimore, MD, USA.). The supematants were
harvested 72 h post-transfection and concentrated on Amicon Ultra
columns (Millipore). Sema 3A was purified using AP Affinity Chroma-
tography (Biogene Ldt, Kimbolton, UK, ref. Q330) and protein
concentration was calculated.

2.6. ELISA

Sera 29 from MN disease patients, 9 from pathological controls and
10 from healthy controls were assayed. One microgram of Semaphorin
3Ainbicarbonate/carbonate coating buffer (100 mM) was added to each
well on a 96-well flat-bottom Maxisorp plate (Nunc, Langenselbold,
Germany), and the wells were coated overnight at4 °C. The plates were
washed automatically in the ELISA plate washer (Das, Rome, Italy) with
0.04% Tween in PBS. PBS buffer containing 1% bovine serum albumin
(BSA) was added as blocking solution. After incubation for 2 h at 25°C,
the plates were washed using 0.04% Tween in PBS and 50 pl of a solution
of human sera (1/25) in blocking buffer was added to each well. The
plates were incubated overnight at 4°C and, subsequently, washed
twice with 0.04% Tween in PBS. Fifty microliters of peroxidase-
conjugated secondary antibody anti-human IgG (Amersham, 1/2000)
in blocking buffer was added to each well and incubated for 2 hat 25 °C.
The plates were washed using 0.04% Tween in PBS and 100 uL OPD
(Sigma) substrate was added to each well. After incubation for 15 min at
25 °C, the reaction was stopped by adding 50l of 2.5 M H,S04. The
absorbance was measured at 492 nm.
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2.7. Dorsal root ganglion (DRG) culture and collapse assay

DRG from E7 chick embryos were dissected and cultured in F12H
medium supplemented as described in Bottenstein et al. (1980) plus
2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 ng/ml streptomycin, 20 ng/ml
7S nerve growth factor (NGF, Sigma), 10-5 myctosine arabino-
furanoside (Sigma), 10-5 M fluorodeoxy uridine (Sigma), 5% fetal calf
serum and 5% chicken serum. DRG were cultured for 24 h (5% CO2,
37°C) on poli-lysin-laminin coated wells of 6-well dishes. For the
collapse assay, 40 min before application of Sema 3A, the culture
medium was switched to low NGF (10 ng/ml). The growth cone collapse
assay was essentially performed as described elsewhere (Raper and
Kapfhammer, 1990). Different concentrations of Sema 3A pre-incubated
with human sera or anti-Serna 3A antibody (Abcam) were added.
Incubation with medium containing Sema 3A was maintained for 1h,
and then the cultures were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS,
stained with phalloidin-TRICT (Sigma), and observed with a FluoView
500 Olympus (Hamburg, Germany) confocal microscope.

2.8. Statistical analysis

Datawere expressed as means + standard error ofthe mean (SEM).
Statistical analysis was carried out using either one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Bonferroni's post-hoc test, the
Student's t test or Mann-Whitney U-test. Differences were considered
to be significant if p=<0.05. In order to normalize the effect of human
variability, all statistical analysis of CSF studies were determined using
the log transformation of data.

3. Results

3.1. Sera and CSF from patients with MN disease rescue chick embryo
MNs from normally occurring programmed cell death

To assess whether the regulation of chick embryo MN death can be
altered by the influence of factors present in sera of patients with MN
disease, distinct doses (5, 10 and 20 pl) of sera taken from one ALS, one
LMD and one healthy control were daily injected from E5to E9, and the
number of lumbosacral MNs were evaluated at E10. It was found that
MN numbers were moderately, although significantly, increased in
embryos treated with either ALS or LMD sera (about 114% vs. saline,
100%) (Fig. 1A-C). Based on these data we used a 20 ul dose in
subsequent tests of sera. Five out ofthe 6 ALS sera and 4 out of the 4 LMD
sera produced a similar effect. In addition, after testing 8 pathological
control sera (affected with Parkinson's or Alzheimer's disease) we have
not observed any increase in MN numbers (Fig. 1D-E).

To further analyze whether the MN survival promoting effect
obtained was associated with a specific sera fraction, the same
experiment was performed after 1gGs isolation. It was found that the
injection of purified 1gGs resulted in a similar MN rescuing effect that
was not obtained with the remaining sera fraction (Fig. 2A and B).

The interaction of MNs with their target muscle cells is a key factor
in the regulation of developmental PCD. During development, MNs
compete for access to limited amounts of trophic factors derived from
target tissue (Oppenheim, 1991). PCD may be experimentally reduced
in chick embryo MNs by increasing the availability of trophic factors
after pharmacological overloading in ovo (Oppenheim et al, 1995;
Calderé et al., 1998). Alternatively, MNs can be also experimentally
rescued from PCD if their access to target-derived trophic factors is
enhanced by increasing intramuscular axonal branching and synapse
formation (ie. by activity blockade; Oppenheim et al., 1989;
Oppenheim et al., 2003).

Because previous studies have failed to observe neurotrophic
activity in ALS serum (Marti-Fabregas et al., 1992; Carter and Mynlieff,
2003; Liet al, 2008), we explored the possibility that the MN survival-
promoting effects of these sera may be due to increased axonal
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branching sufficient to provide increased access to muscle-derived
neurotrophic factors. Chick embryos were then treated from E5 to E7
with either control (apparently healthy and from patients with non-
ALS neurological diseases) or MN disease sera, and the pattern of
intramuscular axonal branching was analyzed on E8 in immunos-
tained whole mounts of IFIB muscle (Fig. 3A-F). After digital
skeletization of confocal-imaged whole muscle innervation
(Fig. 3G), the following parameters indicative of the extent of axonal
branching were quantified: a) the number nerve intervals between
branches (segments); b) the number of nerve end points, and ¢) the
number of points in which three or more branches arise. Fig. 3H-]
shows the results obtained after pooling the data from 6 ALS, 5 LMD, 1
PBP, 5 healthy control, and 8 pathological control sera. All the
parameters indicative of axonal branching were significantly in-
creased in muscles from embryos treated with ALS or LMD sera, in a
positive correlation with MN survival promoting activity (Table 1).
Embryonic chicks were also treated daily with CSF collected from
ALS patients (either from limb or bulbar onset) and healthy control
subjects. The results shown in Fig. 1F, indicate that ALS CSF was able to
rescue MNs from PCD in a similar extend that was observed with sera.

3.2. Proteomic analysis of chick embryo CNS proteins recognized by MN
disease 1gGs indicate that semaphorin family proteins are a target

In order to further investigate the molecular mechanism by which
MN disease sera promotes chick embryo MN survival and increased
axonal branching, the binding of human IgGs to E10 chick embryo
proteins obtained from different tissues was analyzed by western
blotting. It was found that, in contrast to healthy control IgGs, which
do not recognize chick embryo proteins, most sera from MN disease
patients detected protein bands in brain, spinal cord and muscle tissue
extracts. Moreover, no significant binding was observed in extracts
from liver, kidney, heart, lungs or intestine (Fig. 4A).

To identify the recognized protein bands, we performed a
proteomic analysis using MALDI-TOF mass spectrometry. Proteins
were separated by 2D electrophoresis, and spots immunolabeled by
western blotting using 4 distinct pathological sera were located in
parallel silver-stained gels (Fig. 4B-C). After spectrum analysis
(Fig. 4D), it was found that immunoreactive spots contained either
proteins of the semaphorin family (3 cases) or proteins related with
semaphorin signaling (1 case) (see Table 2). As semaphorins are
axonal guidance molecules that induce the collapse of growth cones,
we next asked whether their inhibition by antibody binding may
block their functional activity, and stimulate axonal branching and
MN survival (Kolodkin, 1996; Huber et al., 2005). For this reason the
ability of anti-semaphorin antibodies to rescue chick embryo MNs
from normal PCD was assessed. It was found that a commercial
antibody against sema 3A was able to prevent MN death to a similar
extent as human MN disease sera (Fig. 5A). In addition, the whole sera
or lgGs from three assayed ALS patients, but not those from three
pathological controls, were able to recognize recombinant sema 3A by
western blotting (see some examples in Fig. 5B).

In order to test the functional activity of MN disease sera in
inhibiting semaphorin signaling, a DRG growth cone collapse assay
was performed (Raper and Kapfhammer, 1990). E7 chick embryo DRG
explants cultured in presence of NGF were treated with several doses
of recombinant sema 3A and the number of collapsed growth cones
was evaluated after cytoskeletal actin labeling by fluorescent
phalloidin (Fig. 6A and B). It was observed that 25 ng/ml of sema 3A
was able to induce about 30% of the maximum collapsing effect
obtained with 50 ng/ml or higher doses (Fig. 6C). We next assayed
whether a commercial anti-sema 3A antibody and MN disease sera
were able to prevent, in a dose-response manner, the collapsing effect
of 25 ng/ml of sema 3A. We found that 80 pg/ml of the commercial
antibody results in about 35% reduction of growth cone collapse
(Fig. 6D), whereas the ALS sera reduced about 40% the growth cone
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Fig. 1. Sera or CSF from patients with MN disease promote MN survival in chick embryo spinal cord during normally occurring PCD. MN numbers in the lumbar LMC of E10 chick
embryo spinal cord are represented after distinct in ove daily treatments (from ES to E9 for sera or E6 to E9 for CSF). Several doses of a single ALS serum (A), LMD serum (B) or PBP
serum (C) were compared with either healthy control serum or saline; note that MN numbers are significantly increased after treatment with 20 pl of either ALS or LMD. (D) MN
counts after treatment with 20 pl of distinct ALS (n=5), LMD (n=5) and PBP (n= 1) sera; note that most of MN disease sera show a rescue effect on MNs when compared with
either saline, healthy control sera or pathological (Pathol.) control sera; # indicates patient’s sera code. (E) Data from (D) were pooled for each condition. (F) MN counts after
treatment with CSF. Numbers in parentheses indicate the number of embryos tested. *p<0.05, **p<001, **p<0.001 vs. saline (one-way ANOVA, post-hoc Bonferroni's test).

collapse when assayed at 1/10 dilution (control healthy sera did not
produce any effect at the same dilution). Fig. 6E shows the results
obtained from a dose-response assay performed with ALS serum #31.
Further testing of three additional ALS sera resulted in a similar
inhibitory effect (Fig. 6F). The serum #31 was able to recognize
recombinant sema 3A by western blot; other sera giving positive
inhibitory activity on growth cone collapse were not tested.

3.3. Determination of anti-semaphorin antibodies by ELISA in sera from
patients with MN disease

Recombinant sema 3A was produced in transfected COS 7 cells
purified by affinity chromatography and used to coat ELISA plates.
Nineteen control sera (9 healthy and 10 from neurological disorders

other than MN disease) and 29 sera from patients with MN disease
(15 ALS and 4 LMD) were assayed at 1,25 dilution. The anti-sema 3A
commercial antibody was used as a positive control. The analysis of
the pooled data showed that OD from pathological control was
significantly higher than healthy control sera, and sera from MN
disease had OD significantly increased compared to healthy controls
(Fig.7). Although MN disease sera had values higher than pathological
controls, they did not show significant differences due to the
variability of the individual data. For individual analysis of MN disease
sera we established the mean (+twice SD) OD of pathological
controls as a cut off. It was found that4 ALS and 3 LMD sera (about 23%
of total MN disease sera) surpassed this value. The dilution curve
showed a good linearity (r* =0.89) in the range in which the tests
were performed. Correlation between ELISA and chick embryo assays
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Fig 2. 1gGs purified from ALS (A) or LMD (B) patients promote MN survival in chick
embryo spinal cord during normally occurring PCD. MN numbers in the lumbar LMC of
E10chick embryo spinal cord are represented after distinet in ovo daily treatments from
E5 to E9. Numbers in parentheses indicate the number of embryos tested. Ctl = control
sera, 1gGs — =1gGs depleted fraction, IgGs + = fraction containing IgGs. *p<0.05,
**p=0.01, **p<0.001, vs. lgG-depleted MN disease sera (one-way ANOVA, post-hoc
Bonferroni's test).

was analyzed according to sera availability: 5 ALS sera with positive
MN survival and axonal branching promoting activity, were also
positive after ELISA testing (Table 1). Since many patients were
missed after diagnosis, correlation between ELISA test and survival or
disease progression was only possible for 11 cases. Although the mean
of survival tended to be increased in cases with positive ELISA test
(survival [in months]: ELISA positive=763+18.9, n=3; ELISA
negative =42.7+ 8.3, n=8), differences were not significant.

3.4. ALS patients have increased CSF protein and CSF: serum
albumin index

There were no statistical differences between the patient and control
subjects with regard to serum or CSF glucose, or white blood cell counts
(data not shown). There was not a significant difference between
patient and control serum protein concentrations, but significantly
increased CSF protein concentration was found in the patient group
(p=.039). Seven of the patients (39%) had elevated CSF protein levels
=50 mg/dL with 2 patients >75 mg/dLand 1 patient =100 mg/dL There

was no correlation between disease duration and CSF protein
concentrations. While levels of CSF albumin were not significantly
different between patients and controls, there was a significant increase
in the CSF: serum albumin index of patients as compared to controls
(p=10.042). There were no statistically significant correlations between
disease duration and CSF albumin (p=0.6597), serum albumin
(p=0.6146) or albumin index (p=0.726).

3.5. Serum and CSF IgG correlate with disease duration

No patients had an elevated CSF serum IgG index or oligoclonal
bands. While serum levels of 1gG were the same, CSF IgG levels
demonstrated a strong trend towards elevation in the patient group
but did not reach statistical significance (p=0.07;). However, a
statistically significant correlation between disease duration and both
serum and CSF IgG levels was noted (Fig. 8). There was no significant
difference between patient and control group with regard to CSF IgM
or IgA levels. As well, there was no significant correlation of these
levels with disease duration.

4. Discussion

Although the pathogenic contribution of autoimmune mechan-
isms to ALS is still an unsolved question, many reports have found
distinct autoantibodies in sera of ALS patients. VDCCs autoantibodies
have been most commonly found, although a few studies failed to
detect them (Arsac et al, 1996; Thomas and Dunn, 1997). These
autoantibodies have been considered important in altering intracel-
lular Ca®>* homeostasis in MNs and in promoting neurodegeneration
(Smith et al., 1992, 1994; Mosier et al., 1995; Andjus et al, 1996;
Colom et al, 1997; Engelhardt et al, 1997; Offen et al, 1998;
Fratantoni et al.,, 2000; Carter and Mynlieff, 2003). By their interaction
with calcium channels, ALS Igs induce sustained increased cytoplas-
mic calcium concentration in presynaptic nerve endings through
VDCCs (Uchitel et al., 1988; Llinds et al., 1993; Mosier et al., 1995;
Andjus et al., 1997; Pagani et al., 2006). It is known that moderate
increases in the levels of intracellular calcium makes neurons less
sensitive to neurotrophic factor deprivation (Johnson et al,, 1992), an
effect that has been confirmed in chick embryo MNs (Soler et al.,
1998). For this reason, we cannot exclude that calcium channel
activation by ALS IgGs may contribute to the promotion of MN
survival in our experiments. However, we have revealed another
mechanism that may also explain the counterintuitive action of ALS
IgGs on MN survival: namely, the promotion of axonal branching by
modifying semaphorin signaling and growth cone collapse in the
chick embryo. Axonal branching in muscles appears to play a role in
determining ALS severity. For example, the neuritic outgrowth
inhibitor Nogo-A is increased in patients with ALS (Jokic et al,
2005; Pradat et al., 2007), and Nogo-A deletion improves the survival
of ALS mice (Jokic et al., 2006). Furthermore, as a compensatory
mechanism for muscle denervation, sprouting of intramuscular axons
is common both in human ALS (Stdlberg et al, 1975) and in animal
models of ALS (Millecamps et al., 2001). Axon sprouting is mainly
confined to MN slow twitch muscle subtypes, which are less
vulnerable to ALS pathology (Frey et al., 2000; Schaefer et al., 2005;
Pun et al, 2006). Sema 3A is selectively expressed in terminal
Schwann cells at the neuromuscular junctions of more vulnerable
fast-fatigable muscle fibers, mediating the suppression of terminal
plasticity in these synapses and contributing to their selective loss in
ALS (de Winter et al,, 2006). How the semaphorin antibodies arise in

Fig. 3. (A-C) Confocal microscope imaging of intramuscular nerve branching in whole mounts of IFIB muscle from E8 chick embryos treated with different sera. Samples were
immunostained with the TUJ1 antibody against B-1lI-tubulin; the fast region is enlarged in (D-F). Representative images of muscles after treatment with control healthy (A, D),
pathological control (B, E) and ALS (C, F) sera are shown. (G) Image processing for quantitative analysis of branching in which an image resulting from digital skeletisation and end
points identification is displayed. Results of measurements of nerve intervals (H), nerve end points (1) and triple points (]} after distinct sera treatments are represented. Numbers in
parentheses in (H) indicate the number of muscles measured (the same for [I] and [J]). **p<0.01, **p<0.001 vs. saline {one-way ANOVA, post-hoc Bonferroni's test). Scale

bar =200 um.
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Fig 4. (A) LMD IgGs but not healthy control IgGs bind to chick embryo proteins. E10 chick embryo extracts of different tissues were subjected to western blotting after SDS-PAGE
separation using either whole sera or isolated IgGs from either a LMD patient or a healthy control donor. Protein identification was performed after 2D electrophoresis (B) and the
immunolabeled spots (C) were subjected to a MALDI-TOF spectrum analysis (D). For more details see Table 2.

ALS and whether they could disrupt the sema 3A pathway and
promote reactive neuromuscular sprouting is not clear. Low levels of
anti-semaphorin antibodies were detected in sera from patients with
non-ALS neurological diseases, suggesting that they be a non-specific
response to nerve tissue damage. However, the sera from 7 out of 29
patients with MN disease (ALS and LMD) showed high levels of anti-
sema 3A antibodies after using restrictive cut off criteria, it is possible
that anti-sema 3A antibodies may be related more to muscle
denervation than CNS defects.

In one of our sera, proteomic analysis detected CMRP1b as the
main spot recognized by ALS patients’ IgGs. Anti-CRMP antibodies are
not infrequently detected in several autoimmune neurological
disorders and also in small cell lung carcinoma. For example, anti
CMRP5 antibodies are associated with autoimmune myelopathy,
cranial (optic) or peripheral neuropathy, chorea and other disorders
(Yu et al., 2001; Keegan et al,, 2008), and anti-CRMP4 antibodies have
been described in association with limbic encephalitis and thymoma

Table 2

Protein identification by means of MALDI-TOF analysis after 2D electrophoresis and
western blotting. The four sera tested are included. All the identified proteins are
members of Semaphorin family or proteins related with its signaling pathway.

Serum Identified protein
#5 (LMD) Collapsin response mediator protein 1B
#4 (ELA) Semaphorin 3A precursor (Collapsin 1)

#6 (ELA) Semaphorin 3D precursor (Collapsin 2)
#7 (ELA) Semaphorin 3E precursor (Collapsin 5)
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(Knudsen et al., 2007 ). However, although anti-CMRP antibodies have
not been described in association with MN disease, it is interesting to
note that CMRP4a is upregulated in MNs during disease progression in
mutant SOD1 mice and promotes MN death and muscle denervation
(Duplan et al., 2010).

This study and previous investigations have shown that ALS
patients frequently have mild to moderate CSF protein elevations
(Guiloff et al., 1980; Younger et al., 1990; Guiloff, 2002). As our data
show that there was no difference between patients and controls for
serum protein and because serum albumin levels were actually lower
in patients, the most likely reason for elevated CSF protein levels in
ALS patients is increased permeability of blood brain barrier (BBB).
This explanation is further supported by the significant elevation of
the CSF:serum albumin index we found in ALS patients. The reasons
for the alteration of the BBB could be mechanical or inflammatory
although, pathological studies of the meninges of ALS patients do not
reveal overt inflammation (Guiloff, 2002). Previous studies have
suggested an inverse relationship between age and CSF protein levels
in ALS patients (Leonardi et al., 1984; Guiloff, 2002) but our study did
not confirm that observation.

We found no oligoclonal bands present in our patients, although
other investigators have reported these in 0-12% of ALS patients
(Leonardi et al., 1984: Younger et al,, 1990; Apostolski et al., 1991;
Stevenset al,, 1993; Westarp et al., 1995). Oligoclonal bands represent
the immunoglobulin products from clones of plasma cells and, when
found in the CSF without a matching band in the serum, reflect
intrathecal immunoglobulin synthesis. However, we did observe
increased CSF IgG levels in ALS patients compared to controls,
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(p=0.0005). Serum albumin levels showed no correlation with disease duration (p = 0.6146). There was also no correlation with disease duration and albumin index (p =0.726;

not shown ).
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although these values did not reach statistical significance (p=0.07)
in agreement with previous studies (Leonardi et al., 1984). We also
found that IgG levels in both serum and CSF correlated positively with
disease duration. We did not observe a correlation between disease
duration and CSF protein, CSF albumin or albumin index values. The
increased immunoglobulin levels in the serum may reflect response to
degeneration of peripheral nerves and muscle that increases as the
disease progresses. While it could be surmised that intercurrent
infections may be more likely to be present in patients that have had
ALS longer and that this might also account for higher IgG levels in
those patients, clinical signs or symptoms of infection were not
present in patients and there was no other serologic evidence for
infection. The increased levels of CSF IgG are more likely to be due to
increased permeability of BBB of ALS patients. Disruption of BBB as a
cause or effect in ALS may allow access of peripheral antibodies to CNS
antigens that are normally not available introducing an autoimmune
component into disease progression. Whether or not the neuropro-
tective effects of ALS CSF on chick embryo MNs are associated with
immunoglobulins should be further investigated.
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Voltage-dependent K* (Kv) currents in macrophages are
mainly mediated by Kv1.3, but biophysical properties indicate
that the channel composition could be different from that of
T-lymphocytes. K¥ currents in mouse bone marrow-derived
and Raw-264.7 macrophages are sensitive to Kv1.3 blockers, but
unlike T-cells, macrophages express Kvl.5. Because Shaker
subunits (Kv1) may form heterotetrameric complexes, we inves-
tigated whether Kv1.5 has a function in Kv currents in macro-
phages. Kv1.3 and Kv1.5 co-localize at the membrane, and half-
activation voltages and pharmacology indicate that K¥ currents
may be accounted for by various Kv complexes in macrophages.
Co-expression of Kvl.3 and Kv1.5 in human embryonic kidney
293 cells showed that the presence of Kv1.5 leads to a positive
shift in K* current half-activation voltages and that, like Kv1.3,
Kv1.3/Kv1.5 heteromers are sensitive to r-margatoxin. In addition,
both proteins co-immunoprecipitate and co-localize. Fluorescence
resonance energy transfer studies further demonstrated that Kv1.5
and Kv1.3 form heterotetramers. Electrophysiological and phar-
macological studies of different ratios of Kv1.3 and Kv1.5 co-
expressed in Xemopus oocytes suggest that various hybrids
might be responsible for K* currents in macrophages. Tumor
necrosis factor-a-induced activation of macrophages increased
Kv1.3 with no changes in Kv.1.5, which is consistent with a
hyperpolarized shift in half-activation voltage and a lower ICg,
for margatoxin. Taken together, our results demonstrate that
Kv1.5 co-associates with Kv1.3, generating functional heterotet-
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ramers in macrophages. Changes in the oligomeric composition
of functional Kv channels would give rise to different biophysi-
cal and pharmacological properties, which could determine spe-
cific cellular responses.

Voltage-dependent potassium channels (Kv)'° have a crucial
function in excitable cells of determining resting membrane
potential and controlling action potentials (1). In addition, they
are involved in the activation and proliferation of leukocytes
(2). Functional Kv complexes are formed by four transmem-
brane « subunits and up to four cytoplasmic 8 subunits (3). The
mammalian Shaker family (Kv1) contains at least eight different
genes (Kv1.1-Kv1.8), coding for « subunits, which form func-
tional homo- and heterotetrameric complexes. Thus, Kv1 pro-
teins can assemble promiscuously, vielding a wide variety of
biophysically and pharmacologically distinct channels (4, 5).
However, although a number of studies have demonstrated that
specific Kv heteromeric complexes predominate in nerve and
muscle, many other possible combinations go undetected (6, 7).
Therefore, this mechanism of channel assembly may underlie
some of the functional diversity of potassium currents found in
the brain and the cardiovascular system.

Bone marrow-derived macrophages (BMDM) are fully dif-
ferentiated cells. In response to different growth factors and
cytokines, macrophages can proliferate, become activated, or
differentiate. These cells have a key function at inflammatory
loci, where they arrive 24— 48 h after lesion and remain until
inflammation disappears. However, the persistence of macro-
phages at inflammatory loci is associated with the pathogenesis
of a wide range of inflammatory diseases. Kv are tightly regu-
lated during proliferation and activation in macrophages, and
their functional activity is important for cellular responses (8).
Proliferation and activation trigger an induction of the outward
K™ current that is under transcriptional and translational con-
trol (8). Several lines of evidence indicate that post-transla-
tional events are involved in Kv regulation. In this context,

1% The abbreviations used are: Kv, voltage-dependent potassium channels;
BMDM, bone marrow-derived macrophages; MgTx, rMargatoxin; HEK,
human embryonic kidney 293; RT, reverse transcription; PBS, phosphate-
buffered saline; FRET, fluorescence resonance energy transfer; TNF, tumor
necrosis factor.
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assigning specific K channel clones to native currents is diffi-
cult, since this complexity is further enhanced by heteromul-
timeric assembly of different Kv subunits. Lymphocytes express
several voltage-dependent K* currents (1, n’, and [-type chan-
nels). Although Kv1.3, the major Kv channel in leukocytes, is
associated with the n-type channel and Kv3.1 accounts for the
[-type, the proteins responsible for the #'-type are unknown (2).
Electrophysiological properties such as activation and inactiva-
tion of Kv1.3 expressed in T-cells and heterologous expression
systems (Refs. 9 and 10 and references herein) are significantly
different from those described in macrophages (8, 10, 11). In
addition, unlike T-lymphocytes, brain and bone marrow mac-
rophages also express Kv1.5 (8, 10, 11-15). Kv1.3 and Kv1.5
differ in their biophysical and pharmacological properties and
show distinct regulation in a number of cell types (8, 16-18).
Thus, different K channel subunit composition could lead to
specific alteration of cellular excitability, thus determining spe-
cific cell responses.

The aim of the present study was to explore whether Kv1.5
has a function in the major voltage-dependent K* current in
macrophages. Our results suggest that Kv1.5 co-associates with
Kv1.3, generating functional Kv1.3/Kv1.5 heterotetrameric
channels. Upon different physiological stimuli, changes in the
oligomeric composition of functional Kv could have a crucial
effect on intracellular signals, determining the specific macro-
phage response.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals and Cell Culture—BMDM and Raw 264.7 macro-
phages, human embryonic kidney 293 (HEK-293) cells, EL-4 T
cell line, and Xenopus laevis oocytes were used. BMDM from
6-10-week-old BALB/c mice (Charles River Laboratories)
were isolated and cultured as described elsewhere (8). Briefly,
animals were killed by cervical dislocation, and both femurs
were dissected with adherent tissue removed. The ends of
bones were cut off, and the marrow tissue was flushed by irri-
gation with medium. The marrow plugs were passed through a
25-gauge needle for dispersion. The cells were cultured in plas-
tic dishes (150 mm) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
containing 20% fetal bovine serum and 309% L-cell-conditioned
media as a source of macrophage-colony stimulating factor.
Macrophages were obtained as a homogeneous population of
adherent cells after 7 days of culture and maintained at 37 *C in
a humidified 5% CO, atmosphere. Raw 264.7 macrophages and
EL-4 and HEK-293 cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium culture media containing 10% fetal bovine
serum supplemented with 10 units/ml penicillin and strepto-
mycin and 2 mm r-glutamine. Cells were grown in 100-mm
tissue culture dishes for sample collection and on non-coated
glass coverslips for electrophysiology and confocal imaging. In
some experiments Raw 264.7 cells were incubated with 100
ng/ml recombinant TNF-« (PrepoTech E) for 24 h. All animal
handling was approved by the ethics committee of the Univer-
sity of Barcelona and was in accordance with European Union
regulations.

RNA Isolation and RT-PCR Analysis—Total RNA from tis-
sues (brain, liver) and cell lines was isolated using the Tripure
isolation reagent (Roche Diagnostics). To avoid DNA contam-
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ination, the obtained RNA was treated with DNase 1, and addi-
tional PCR controls were performed in the absence of reverse
transcriptase. Ready-to-Go RT-PCR beads (Amersham Bio-
sciences) were used in a one-step RT-PCR reaction. Total RNA
and Kv1.3 and Kv1.5 primers were added to the beads as described
(8, 11, 19). Forward and reverse oligonucleotide sequences and
accession numbers were as follows: Kv1.3 (accession number
M30441; forward, 5'-CTCATCTCCATTGTCATCTTCTGA-3,
base pairs 741-765; reverse, 5-TTGAAGTTGGAAACAAT-
CAC-3', base pairs 1459-1440); Kvl.5 (accession number
AF302768, forward, 5'-GGATCACTCCATCACCAG-3', base
pairs 3003-3020; reverse, 5'-GGCTTCCTCCTCCTTCCTTG-
3', base pairs 3337-3320). The RT reaction was initiated by incu-
bating the mixture at 42 °C for 30 min. Once the first-strand cDNA
was synthesized, the conditions were set for further PCR: 92 °C for
30 s, 58 °C for 1 min, and 72°C for 1 min. These settings were
applied for 30 cycles.

Protein Extracts, Immunoprecipitation, and Western Blot—
Cells were washed twice in cold phosphate-buffered saline
(PBS) and lysed on ice with lysis solution (1% Nonidet P-40, 10%
glycerol, 50 mmol/liter HEPES, pH 7.5, 150 mmol/liter NaCl)
supplemented with 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 86
pg/mliodoacetamide, and 1 mm phenylmethylsulfonyl fluoride
as protease inhibitors. To obtain enriched membrane prepara-
tions, homogenates were centrifuged at 3,000 X g for 10 min,
and the supernatant was further centrifuged at 150,000 X g
for 90 min. The pellet was resuspended in 30 mm HEPES, pH
7.4, and protein content was determined by Bio-Rad protein
assay. Samples were separated into aliquots and stored at
—80°C.

Crude membrane protein samples (50 pg) were boiled in
Laemmli SDS loading buffer and separated on 10% SDS-PAGE.
They were transferred to nitrocellulose membranes (Immo-
bilon-P, Millipore) and blocked in 5% dry milk-supplemented
0.2% Tween 20 PBS before immunoreaction. Filters were
immunoblotted with antibodies against Kv1.3 (1/200,
Alomone) and Kv1.5 (1/500, Alomone). As a loading and trans-
fer control, a monoclonal anti-p-actin antibody (1/5000,
Sigma) was used. The specificity of Kv1.3 and Kv1.5 commer-
cial antibodies was tested with control antigen peptides pro-
vided by the manufacturer.

For immunoprecipitation studies, membrane pellets were
resuspended in 1% Triton, 10% glycerol, 50 mm HEPES, pH 7.2,
150 mm NaCl incubated in the presence of protein A-Sepha-
rose, and pelleted. Supernatants incubated overnight with anti-
Kv1.3 antibody (Alomone) were further incubated with protein
A-Sepharose, washed with 0.1% Triton/PBS, and centrifuged.
Pellets were re-suspended in Laemmli SDS-loading buffer,
boiled at 95 °C, and separated on 8% SDS-PAGE. To detect
immunoprecipitated Kv1.5, an anti-Kv1.5 antibody (1/250)
produced and characterized in the Tamkun laboratory was
used. Densitometric analysis of the filters was performed by
Phoretix software (Nonlinear Dynamics). Results are the
mean *+ S.E. of each experimental group.

DNA Constructs, Cell Transfection, and Microinjection—Rat
Kv1.3 cDNA, kindly donated by T. C. Holmes (New York Uni-
versity), was amplified by PCR and ligated into pEYFP-C1
(Clontech) by using Bglll and HinDIII restriction sites. Human
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Kv1.5 cDNA was amplified by PCR and ligated into pECFP-C1
(Clontech) by using Bglll and EcoRL Both constructs were ver-
ified by sequencing.

Raw 264.7 and HEK cells were grown on glass coverslips in
35-mm dishes, and transient transfection was performed using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) to near 80% confluency.
Twenty-four hours after transfection, cells were washed with
PBS, fixed, and mounted with Aqua Poly/Mount from Poly-
sciences, Inc.

X. laevis oocytes were prepared and injected by standard
methods. Mature female frogs were purchased from the Centre
d’Elevage de Xenopes (Montpellier, France). Animals were
anesthetized in cold distilled water containing 1.7 g/liter tric-
aine(ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonic acid; Sigma).
Ovarian sacs were extracted by sterile surgical procedures and
placed in sterile Barth’s solution (88 mm NaCl, 1 mm KCl, 0.33
mm Ca(NO,),, 0.41 mm CaCl,, 0.82 mm MgSO,, 2.40 mm
NaHCO,, and 20 mm HEPES at pH 7.5 supplemented with pen-
icillin 100 IU/ml and streptomycin 0.1 mg/ml). Oocytes at
stages V and VI were dissected out and kept at 15-16°C in
sterile Barth’s solution.

Full-length Kv1.3 and Kv1.5 were subcloned into pcDNA3.
cRNAs were generated with T7 RNA polymerase by using the
mMESSAGE mMACHINE kit according to manufacturer’s
instructions (Ambion). Oocytes were injected with 10 ng of
Kv1.3 or Kv1.5 of in vitro transcribed cRNAs to form homotet-
ramers. Heterotetramers were expressed in oocytes injected
with 10 ng of total cRNA of Kv1.3 and Kv1.5 in the proportions
of 1:1, 3:1, and 1:3 using a Variable Nanoject (Drummond Sci-
entific Co). Twenty-four hours after injection, the follicular cell
layer was partially removed by incubation for 30 min with 0.25
mg/ml type-1A collagenase (Sigma). Oocytes were maintained
at 15-16°C in sterile Barth’s solution, and recordings were
made 3 days later.

Confocal Imaging and Fluorescence Resonance Energy Transfer
(FRET) Experiment— Transient transfected cells were fixed with
4% paraformaldehyde, PBS for 10 min. Acceptor photobleaching
method was used to measure the FRET. Fluorescent proteins from
fixed cells were excited with the 458-nm or the 514-nm lines by
low excitation intensities and 475-495-nm bandpass and
>530-nm longpass emission filters, respectively. Subsequently,
YFP protein was bleached by using maximum laser power, obtain-
ing around 80% of acceptor intensity bleaching. After photo-
bleaching images of the donor and acceptor were taken, FRET
efficiency was calculated as ((Fcppaster — Forpberore)/Forratter) %
100, where Fppager 18 the intensity of fluorescence of donor
after bleaching, and Fipppefore 1S before bleaching. Loss of
fluorescence intensity was corrected by measuring CFP
intensity in the non-bleached part of the cell. The FRET
values are expressed as the means = S.E. of n > 10 cells for
each papulation.

Electron Microscopy—Cells were fixed in 4% paraformalde-
hyde, 0.2% glutaraldehyde in PBS for 30 min at room tempera-
ture and then replaced with 2% paraformaldehyde, 0.1% glutar-
aldehyde in PBS overnight at 4 °C. Fixation was removed by
washing with 0.02 m glycine in PBS. Cells were scraped and
collected in Eppendorf tubes with 12% gelatin. After solidifying
on ice, gelatin blocks were infiltrated in 2.3 m sucrose in PBS
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overnight at 4 °C. Blocks were frozen in liquid nitrogen. Ultra-
thin cryosections were obtained using Leica ULTRACUT EM
FCS at —118 °C and subjected to immunogold labeling. Cryo-
sections were incubated at room temperature on drops of 2%
gelatin in phosphate buffer for 20 min at 37 °C followed by 50
mu glycine in PBS for 15 min and 5% normal goat serum in PBS
for 10 min. Then they were incubated with anti-Kv1.5 or and
anti-Kv1.3 polyclonal antibodies in 5% normal goat serum in
PBS for 30 min. After 3 washes with drops of 5% normal goat
serum in PBS for 20 min, sections were incubated for 60 min
using IgG anti-rabbit coupled to 10-nm or to 15-nm diameter
colloidal gold particles (Aurion) using a 1:60 dilution in 5%
normal goat serum in PBS. This was followed by 3 washes with
drops of PBS for 10 min and 2 washes with distilled water. As a
control for nonspecific binding of the colloidal gold-conjugated
antibody, the primary polyclonal antibody was omitted. Finally,
the cryosections were contrasted and embedded in a mixture of
methylcellulose and uranyl acetate. At the double immunogold,
an immunolabeling with one of the primary antibodies was
done. In the first immunolabeling procedure we used the sec-
ondary antibody conjugated with the small gold (10 nm). Then
the inactivation of the anti-IgG binding sites, using 3%
paraformaldehyde, 2% glutaraldehyde in PBS for 2 h, was per-
formed (20). After inactivation the immunolabeling with the
other primary antibody was done using in this case the second-
ary antibody conjugated to 15-nm gold particles. Primary anti-
body dilutions were 1:50 in both cases. Samples were viewed
with a Jeal 1010 electron microscope.

Electrophysiological Recordings—Whole-cell currents were
measured with the patch clamp technique. An EPC-9 (HEKA)
amplifier with the appropriate software was used for data
recording and analysis. Currents were filtered at 2.9 kHz. Series
resistance compensation was always above 70%. Patch elec-
trodes of 2— 4 megaohms were fabricated in a P-97 puller (Sut-
ter Instruments Co.) from borosilicate glass (outer diameter of
1.2 mm and inner diameter of 0.94 mm; Clark Electromedical
Instruments Co). Electrodes were filled with the 120 mm KCl, 1
mm CaCl,, 2 mm MgCl,, 10 mm HEPES, 11 mm EGTA, 20 mm
p-glucose adjusted to pH 7.3 with KOH. The extracellular solu-
tion contained 120 mm NaCl, 5.4 mm KCl, 2 mm CaCl,, 1 mm
MgCl,, 10 mm HEPES, 25 mm p-glucose adjusted to pH 7.4 with
NaOH. After establishment of a whole-cell configuration, mac-
rophages were clamped to a holding potential of —60 mV, with
seal resistances of at least 2.5 gigaohms. All recordings were
routinely subtracted for leak currents at —50 mV online. Only
cells with a series resistance compensation of 80 -90% were
selected for analysis. Uncompensated series resistances were
4—8 megachms, as currents evoked were less than 1n4; volt-
age errors from uncompensated series resistance were less
than 2 mV.

To determine voltage dependence of steady-state activation,
currents were elicited by 200-ms voltage pulses (—50 to +50
mV, V) from a holding potential V;, of —60 mV with 10-mV
increments. To ensure complete recavery from inactivation,
cells were repolarized for 45 s at —60 mV. After converting the
steady-state peak outward currents (I;) into conductances, G
(G, = L/(V}, — E)i E;, Nernst potential of K* —79 mV), con-
ductances at various membrane potentials were normalized to
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maximal conductance G,,.. G/ G,,,., was plotted versus V. The
normalized G/G,,,, versus voltage curve was fitted using the
Boltzmann equation, G/G,,,,, = 1/(1 + exp!"s. = Y7/¥), where
Vis is the voltage at which the current is half-activated, and k is
the slope factor of the activation curve. To calculate inactiva-
tion time, constants (1) cells were held at —60 mV, and pulse
potentials of 4 s were applied. Inactivation adjustment was cal-
culated from the peak of the current at 50 mV to the steady-
state inactivation, and traces were fitted with Sigma Plot (SPSS
Inc.). To analyze the cumulative inactivation, currents were
elicited by a train of 8 depolarizing voltage steps of 200 ms to +
50 mV once every 400 ms.

Oocytes were voltage-clamped with a two-electrode system,
Gene Clamp 500 (Axon Instruments). The voltage and the cur-
rent microelectrodes were filled with KCI (3 m) and had resis-
tances ranging from 0.5 to 1 megaohms. The volume of the
oocyte recording chamber was 200 pl. Recordings were done
under constant bath perfusion (1 ml/min). The bath electrode
was an Ag-AgCl pellet that made contact with the recording
solution (115 mm NaCl, 2 mm KCl, 1.8 mm CaCl,, and 10 mm
HEPES at pH 7.4) through an agar bridge. Membrane potential
and current were digitized through a PCI-MIO-16E-4 Multi-
function I/O Board and NI-DAQ (National Instruments). The
board was controlled by the Whole Cell Analysis Program
(kindly provided by John Dempster, University of Strathclyde).
The signal was filtered at twice the acquisition frequency.
Qocytes were clamped to a holding potential of —60 mV. To
evoke voltage-gated currents, all oocytes were stimulated with
1-s square pulses ranging from —80 mV to +80 mV in 10-mV
steps. To ensure complete recovery from inactivation, oocytes
were repolarized for 60 s at —60 mV. To calculate inactivation
time constants (7), pulse potentials of 5 s were applied. Inacti-
vation adjustment was calculated from the peak of the current
at + 80 mV to the steady-state inactivation, and traces were
fitted with Sigma Plot (SPSS Inc.). Data were leak-subtracted
using hyperpolarizing P/4 subtraction pulses. Data were ana-
lyzed by the Whole Cell Analysis program.

To characterize the voltage-dependent outward K* cur-
rent pharmacologically, recombinant margatoxin (MgTx)
was added to the external solution (8, 11). Toxin was recon-
stituted at 10 pm in Tris buffer (0.1% bovine serum albumin,
100 mm NaCl, 10 mm Tris, pH 7.5). Solutions were perfused
by gravity and controlled by electrovalves (ALA, Scientific
Instruments). All recordings were performed at room tem-
perature (20-23 °C).

Statistics—Values are expressed as the mean + 5.E. The sig-
nificance of differences was established by Student’s £ test or by
analysis of variance (GraphPad, PRISM 4.0) where indicated. A
value of p < 0.05 was considered significant.

Role of Kv1.5 in Macrophages

RESULTS

Macrophages Express Kv1.3 and Kv1.5 Channels—Voltage-
dependent potassium currents were evoked in macrophages by
depolarizing pulses. Fig. 1, A and B, show representative potas-
sium currents in BMDM and Raw 264.7 macrophages, respec-
tively. The current density (picoamperes/picofarads)/voltage
relationships depicted in Fig. 1C indicate that currents in
BMDM were 3-fold higher than in Raw cells. Fig. 1D shows the
normalized conductance against the test potential. Although
the threshold for activation was about —40 mV in BMDM,
channels opened at —20 mV in Raw macrophages. Whereas k
slopes were similar for both groups (18.3 = 3 and 11.9 + 2 for
BMDM and Raw, respectively, # = 10), V2 values were signifi-
cantly different (—7.2 = 2and 6.3 + 2 mV for BMDM and Raw,
respectively, p << 0.001, n = 10).

Kv1.3 is the main voltage-dependent K* channel in leuko-
cytes (2). This was confirmed by RT-PCR analysis in our cells.
Fig. 1E shows that not only EL-4, a murine T-cell line, but also
macrophages (BMDM and Raw) expressed Kv1.3. However, the
presence of Kv1.5 was only observed in macrophages. Mouse
brain and liver RNAs were used as positive and negative con-
trols, respectively. The presence of Kv1.5 protein in both mye-
loid cell lines was further confirmed by Western blot analysis
performed in crude membrane preparations (Fig. 1F).

Contrary to Kv1.5, Kv1.3 is highly sensible to specific toxins
(21). K* currents in BMDM are blocked by Kv1.3 inhibitors
such as MgTx and ShK-Dap** (8, 11). However, the presence of
Kv1.5 indicates that either Kv1.5 forms homotetrameric com-
plexes or Kv1.5 subunits are assembled with Kv1.3 in heterotet-
rameric structures that are sensitive to Kv1.3 toxins. Fig. 1G
shows that K™ currents in both macrophage cell lines are inhib-
ited by the presence of MgTx. The IC., values were 50 * 5.1
and 772 + 40 pm for BMDM and Raw, respectively (p < 0.001,
n = 10). MgTx does not block Kv1.5 (21). Therefore, these
results indicate that, although Kv1.5 is expressed, this subunit
does not form homomeric channels in macrophages. However,
Raw and BMDM may differ in the K™ channel complex com-
position since biophysical and pharmacological differences
were evident.

Co-localization experiments supported the pharmacological
and biophysical data. Unfortunately, immunocytochemistry
studies with anti-Kv1.3 and anti-Kv1.5 antibodies were unsuc-
cessful, probably due to high levels of Fc receptors expressed in
macrophages. However, since Raw cells have the different
Kv1.3 and Kv1.5 intracellular processing and trafficking pro-
grams, we transfected these cells with Kv1.3-YFP and Kv1.5-
CFP. In general, cells were poorly transfected, but confocal
analysis of double-transfected Raw cells demonstrated that
Kv1.5 co-localized with Kv1.3 at the macrophage plasma mem-

FIGURE 1. Macrophages express voltage-dependent K* channels. Shown are representative traces of K currents evoked in BMDM (A) and Raw 264.7
macrophages (B). Cells were held at —60 mV, and currents were elicited by depolarizing pulses in 10-mV steps (200-ms duration) from —50 to +50 mV. To
ensure completely recovery from inactivation, cells were repolarized for 45 s at —60 mV. C, current density versus voltage relationship of K™ currents. D,
normalized conductance plotted versus voltage. E, mRNA expression of Kv1.3 and Kv1.5. Raw, Raw 264.7 cells; T-cell, EL-4 T-lymphocytes. 1 pg of total RNA was
used in RT-PCR reactions, as described under “Experimental Procedures.” kb, kilobases. F, Kv1.3 (67 kDa) and Kv1.5 (90 and 74 kDa) protein expression in BMDM
and Raw 264.7 macrophages. G, dose-dependent inhibition curves of the K current by MgTx. Currents were evoked at + 50 mV from a holding potential of —60
mV during a pulse potential of 200 ms. The percentage inhibition was calculated by comparing the current at a given concentration of toxin versus that
obtained in its absence. Symbols for panels C, D, and G are: O, BMDM; ®, Raw 264.7 macrophages. Values are the mean = S.E.
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A

arrows, homo- and heteromeric channels.

brane (Fig. 2, A-D). In this context heteromeric channels could
be immuno-detected by electron microscopy. Using this
approach we detected oligomeric complexes both at the mem-
brane and inside the cell (Fig. 2, E-H). Interestingly, some
immunogold staining was also present at mitochondria (Fig.
2H), in which Kv1.3 has been previously described (22).
Although a similar heteromeric pattern was obtained in dou-
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FIGURE 2.Kv1.3 and Kv1. 5 co-localize at the macrophage membrane. Shown is confocal imaging of Kv1.3-
YFP and Kv1.5-CFP co-transfected Raw 264.7 cells. A, phase image of a Raw macrophage. Kv1.3-YFP (B) and
Kv1.5-CFP (C) are expressed on the cell surface. D, overlay of the two images demonstrating co-localization of
both proteins at the macrophage membrane. Bars indicate a 2-um scale. Panels E-J, electron microscopy of
Kv13 (15-nm gold) and Kv1.5 (10-nm gold) in non-transfected Raw 264.7 (E-H) and HEK-293 (I-J) cells.
E, negative control using secondary antibodies. F, Raw cells expressing Kv1.3 and Kv1.5. G, hybrid channel
detection. H, Kv1.3 channel detection at mitochondria. [-J, HEK cells transfected with Kv1.3 and Kv1.5. , nega-
tive control using secondary antibodies. J, hybrid channel detection. Bars indicate 200 nm and 500 nm in Raw
and HEK cells, respectively. Boxes are magnified for detail. Black arrowhead, Kv1.5; white arrowhead, Kv1.3;

ble-transfected HEK cells (Fig. 2, I
and J), no Kv1.5 immunogold label-
ing was observed in HEK cells
expressing homomeric Kv1.3 chan-
nels (data not shown).

Kv1.3 and Kv1.5 Form Functional
Heterotetrameric Kv Channels in
HEK-293 Cells—If heterotetramer
formation occurs in macrophages,
the electrophysiological and phar-
macological profiles of heterolo-
gously expressed hybrid channels
should be consistent with those
present in native cells. To explore
this hypothesis, we studied the
expression of Kv1.3 and Kv1.5 in
HEK-293 cells (Fig. 3). We first ana-
lyzed whether our constructs were
fully functional and generated K*
currents. Fig. 3, A-C, shows that
HEK cells transfected with Kv1.3-
YFP evoked K* currents. Similar
results were obtained with Kv1.5-
CFP (Fig. 3, D-F).In addition, Kv1.3
and Kv1.5 co-localized in double-
transfected HEK cells, and as a
result, K* currents were a mixture
of those generated by homomeric
channels (Fig. 3, G-J). Although the
threshold voltage for activation was
about —40 mV in homomeric Kv1.3
and hybrid Kv1.3/Kv1.5 channels, in
Kvl.5 channels it was —20 mV.
Plots of normalized conductance
against membrane potential for
Kv1.3-,Kv1.5-, and Kv1.3/Kv1.5-ex-
pressing cells are shown in Fig. 3K.
Although V3. values were —23.6 +
0.9 and —6.7 + 0.7 mV for Kv1.3
and Kvl.5, respectively, the het-
erotetramer showed a half-activa-
tion voltage of —20.1 = 1.2 mV. Fur-
thermore, k slope values were 10.6 +
1,72 = 1, and 10.7 = 1 for Kv1.3,
Kv1.5,and the Kv1.3/Kv1.5 heterotet-
ramer, respectively (n = 10).

Although Kv1.5 is resistant to
MgTx, both homomeric Kv1.3
and heterotetrameric Kv1.3/Kv1.5
channels are highly sensitive to this
toxin (Fig. 3, L and M). However,
although Kv1.3 was inhibited with an IC. of ~336 pm, hybrid
Kv1.3/Kv1.5 channels were fully blocked but were much less
sensitive to MgTx (IC5, — 25 nm). As observed in macrophages
(see above), sensitivity to the toxin indicates that Kv1.5 is not
expressed as a homomultimeric channel in HEK cells rather
than forming heteromeric complexes with Kv1.3. The charac-
teristic C-type inactivation of Kv1.3 is absent in Kv1.5 (21, 23).
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FIGURE 3. Kv1.3 and Kv1. 5 heterotetramers are functional voltage-de-
pendent potassium channels when expressed in HEK-293 cells. A-C,
Kv1.3-YFP generates K* currents. A, phase image of a representative HEK cell.
B, a confocal image demonstrating that the Kv1.3 channel targets the mem-
brane. C, outward-delayed rectifier K™ currents in Kv1.3-YFP transfected cells.
D-F, Kv1.5-CFP also generates K~ currents when expressed in HEK-293 cells.
D, phase micrograph of a HEK cell. E, expression of Kv1.5-CFP. F, outward-
delayed rectifier K™ currents in Kv1.5-CFP transfected cells. G-J, Kv1.3-YFP
and Kv1.5-CFP co-localize in doubly-transfected HEK cells. G, Kv1.3-YFP. H,
Kv1.5-CFP. [, overlay of the two images. Yellow signifies co-localization. J, K™
currents generated in doubly transfected HEK cells. To evoke K™ currents, HEK
cells were held at —60mV, and pulse potentials were applied as described in
Fig. 1. K, plot of normalized conductance versus test potential. Conductance
was normalized to the peak current at +50 mV. L, dose-dependent inhibition
curves ofthe K™ current by MgTx. Peak currents were evoked at +50 mV, and
the percentage inhibition was calculated as described in Fig. 1. M,
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FIGURE 4. Molecular association of Kv1.3 and Kv1.5. HEK cells were dou-
bly transfected with Kv1.3-YFP and Kv1.5-CFP, and FRET was performed.
A representative experiment is shown. A-D, fluorescence signal of Kv1.3-YFP
and Kv1.5-CFP before (A and B) and after (C and D) photobleaching of YFP,
respectively. The region studied is delimited by the box. E, FRET panel repre-
senting the difference in CFP fluorescence intensity before and after photo-
bleaching. F, FRET efficiency of different combinations. Kv1.3-YFP/Kv1.3-CFP
was used as a positive control. Negative controls were performed with cells
expressing Kv1.3-YFP/CFP and Kv1.5-CFP alone.

Thus, the presence of the latter in MgTx-sensible hybrid chan-
nels increased the time constant of inactivation in HEK cells
(555 = 40 ms and 832 = 100 ms for Kv1.3 and Kv1.3/Kv1.5 at
+50 mV, respectively, p < 0.05), further demonstrating hetero-
meric Kv1.3/Kv1.5 association. In addition, panels on Fig. 3N
show that, although the immunoprecipitation with anti-Kv1.3
antibody was not fully effective, Kv1.5 co-immunoprecipitated
with Kv1.3 in double-transfected HEK cells. Thus, confocal
imaging, immunoprecipitation, and immunogold detection by
electron microscope (see Fig. 2J) indicated that Kv1.3and Kv1.5

representative normalized traces obtained upon depolarization from —60
mV to +50 mV of Kv1.3 (left), Kv1.3/Kv1.5 (center), and Kv1.5 (right) expressed
in HEK cells. After establishing the patch clamp configuration, currents were
evoked at +50 mV. MgTx was further added to the bath chamber, and record-
ings were obtained after 1 min. Symbols for panels K and L are: O, Kv1.3; @,
Kv1.3/Kv1.5; B, Kv1.5. Values are the mean = S.E. N, Kv1.3 and Kv1.5 co-asso-
ciate in HEK cells. Immunoprecipitation experiments were performed in dou-
bly transfected cells. Enriched membrane preparations (EMP) were immuno-
precipitated (IP) with anti-Kv1.3 antibodies. The starting material (enriched
membrane preparations (EMP) and the immune-precipitated supernatant
(IPS) were further immunoblotted with anti-Kv1.5. Immunoprecipitates (/P)
with anti-Kv1.3 were immunoblotted (WB) with anti-Kv1.3, anti-Kv1.5 serum
and preimmune serum.
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Heteromultimeric Assembly of
Kvi3 and Kvi5 in Xenopus
Oocytes—To  analyze heterotet-
rameric compositions of the func-
tional Kv complex, we injected several
ratios of cRNA from Kv1.3 and Kv1.5
into Xenopus oocytes. Oocytes were

Kv1.3

3 Kv1.3:1Kv1.5

500 nA

divided into 5 groups and injected
with Kv1.3 (10 ng), Kv1.5 (10 ng), or
various ratios of Kv1.3 and Kv1.5
(final amount 10 ng). Fig. 5 shows
representative traces of all groups.
Membrane currents in oocytes
injected with Kv1.3 or Kv1.5 alone
were essentially the same as those
previously described (9, 24). Similar

1Kv1.3:1Kv1.5

B0 mv,
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FIGURE 5. Expression of different ratios of Kv1.3 and Kv1.5 in Xenopus cocytes. A, representative traces of
K™ currents evoked in oocytes injected with different ratios of Kv1.3 and Kv1.5. Pulse protocols are shown. To
ensure complete recovery from inactivation, cells were repolarized for 60 s at —60 mV. Maximum conductance
values (+80 mV) were always between 5 and 10 microsiemens, with a mean of 9.3 + 2.2 microsiemens. B, plot
of normalized conductance against test potential. C, 1€, for margatoxin-sensitive K™ currents in homo- (Kv1.3)
and various heterotetrameric (Kv1.3/Kv1.5) channels. Currents were evoked at +80 mV from a holding poten-
tial of —60 mV during a pulse potential of 1 5. Values are mean =+ S.E. of at least five independent oocytes.

co-localized at the membrane and co-assembled, forming a
functional heteromeric complex. However, to further confirm
this physical association, we undertook FRET analysis (Fig. 4).
A confocal section of doubly labeled cells before photobleach-
ing is shown in panels A and B. Once the long-wavelength flu-
orescence of the acceptor was eliminated (panel C), the donor
intensity was measured again (panel D), and FRET efficiency
was calculated (panels E and F). The mean FRET efficiency of
homotetrameric Kv1.3 channels (Kv1.3-CFP/Kv1.3-YFP) indi-
cated an increment significantly greater than 0% (8%). Similar
results were obtained with hybrid Kv1.3/Kv1.5 channels. How-
ever, neither Kv1.3-YFP with CFP nor Kv1.5-CFP gave FRET
efficiency different from 0%. Our results confirm molecular
proximity between Kv1.3 and Kv1.5, as reported by co-immu-
noprecipitation, co-localization, and electron microscopy.

37682 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

224

g Kvi1.3 3:1

250 ms to that observed in HEK cells,

homomeric Kv1.3 generated a
delayed rectifier K* channel with a
moderate degree of inactivation
(Fig. 5A). However, depolarizing
pulses in Kvl.5-injected oocytes
evoked a non-inactivating K cur-
rent. Co-expression of Kv1.3 and
Kv1.5 resulted in voltage-dependent
K* currents with properties distinct
from those of homomultimeric chan-
nels. Increasing concentrations of
Kv1.5 range from currents very sim-
ilar to homomeric Kv1.3 (3 Kv1.3:1
Kv1.5) to resemble Kv1.5 alone (1
Kv1.3: 3 Kv1.5). The steady-state
activation of K* currents is depicted
in Fig. 5B. Normalized conduc-
tances demonstrated that, whereas
in homomeric Kv1.3 or high ratios
of Kv1.3 channels the threshold
voltage for activation ranged from
—40 to —30 mV, in either Kv1.5 or
high ratios of Kv1.5 channels
threshold voltage was about —20
mV. Increasing concentrations of
Kv1.5 shifted the half-activation
voltage to more positive potentials. Thus, V3 values were
—113=+3,-98*1,—64+2,0.1 *3,and2 =3 mV for Kv1.3,
hybrids Kv1.3/Kv1.5(3:1, 1:1, 1:3), and Kv1.5, respectively (p <
0.001, analysis of variance). In addition, k slope values were
almost similar in all groups, 15.6 £2,11.8 1,152 2,171 =
3,and 16.9 = 9 for Kv1.3, hybrids Kv1.3/Kv1.5(3:1, 1:1, 1:3),and
Kv1.5, respectively. Pharmacological studies indicate that, sim-
ilar to what was observed in HEK cells, the presence of Kv1.5 led
to less MgTx-sensitive K' currents (Fig. 5C). Thus, higher IC_
were obtained as a result of increasing Kv1.5 ratios, which were
47 * 10 (Hill coefficient 1.1), 153 = 40 (Hill coefficient 0.51),
313 + 80 (Hill coefficient 0.54), and 568 + 90 (Hill coefficient
0.54) pm for Kv1.3 and hybrids Kv1.3/Kv1.5 (3:1, 1:1, 1:3),
respectively (p < 0.001, analysis of variance). Finally, the time
constant of inactivation at +80 mV also increased and were

11 13
Kv1.3/Kv1.5
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macrophages in the presence of
TNF-« (Fig. 6). This cytokine, pro-

X I - duced by leukocytes under a sys-
b temic inflammatory response, acti-
vates macrophages and regulates Kv

1 [} + (8, 25). The addition of TNF-« for
* * 24 h increased outward-delayed

rectifier K* currents up to 3-fold.
Half-activation voltage shifted to
negative potentials (7.9 = 1.6 and
—6.8 £ 1.5 mV for control and

TNF-a, respectively, p < 0.001,n =
30), and k slope values were differ-
ent (11.5 = 1.3 and 6.5 = 1.2 for

control and TNF-a, respectively,
p < 0.001, # = 30). In addition,
whereas this cytokine induced
Kv1.3 protein expression, Kvl.5
abundance remained constant.
Other functional parameters also
support an increase of Kv1.3 sub-
units in TNF-a-activated cells.
Thus, an ~10-mV hyperpolarized
shift in the membrane potential
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526 * 50, 833 = 70, 963 = 50, 1470 + 250, and >5000 ms for
Kv1.3, hybrids Kv1.3/Kv1.5 (3:1, 1:1, 1:3), and Kv1.5, respec-
tively (p < 0.001, analysis of variance).

Kv heteromeric Composition Changes in Macrophages Alter-
ing Pharmacology and Biophysics—Qur results have physiolog-
ical significance because Kv channels in leukocytes are consid-
ered pharmacological targets, and the composition of the
channel complex could impair potential therapies. Thus, differ-
ential regulation of Kv1.3 and Kv1.5 could modify the subunit
composition of the channel, altering the biophysical and phar-
macological properties. To ascertain this, we cultured Raw

DECEMBER 8, 2006+ VOLUME 281 +NUMBER 49

MgTx [pM]

Hin

Kv1.3 Kv1.5 [-act

FIGURE 6. TNF-« differentially regulates Kv1.3 and Kv1.5 concomitantly to biephysical and pharmaco-
logical changes of K* currents in Raw 264.7 macrophages. Cells were incubated for 24 hin the presence or
absence of TNF-a. A, representative traces of K™ currents elicited by a +50-mV depolarizing pulse (200 ms) in
control and TNF-a-treated Raw cells. B, current density versus voltage relationship of K currents. C, normalized
conductance plotted against test potential. D, dose-dependent inhibition curves of the K™ current by MgTx.
Currents were evoked, and the percentage inhibition was calculated as described in Fig. 1. Symbols in panels
B-D are: @, contral; O, TNF-a. E, Kv1.3 and Kv1.5 Western blot analysis of enriched membrane preparations
from Raw macrophages in the absence (Control) or the presence (TNF-a) of the cytokine. Representative blots
are shown. B-act, B-actin. F, Kv1.3 and Kv1.5 protein expression values derived from panel E. In all cases arbitrary
units are standardized to the control value in the absence of TNF-«. Open bars, control; closed bars, TNF-c.
Values are the mean = S.E. of at least three independent experiment. **, p <2 0.01 versus control (Student's ¢

(data not shown) and a decrease of
the IC, for Margatoxin (772 + 40
and 319 = 48 pM, p < 0.001) were
observed in cells treated with the
cytokine. Because Kv1.3 is involved
in macrophage activation (8, 10),
our results are consistent with an
increased number of Kv1.3 sub-
units, either as homomeric Kv1.3 or
hybrid Kv1.3/Kv1.5 channels.

TNF-w-induced activation as well
as the differential expression of
Kv1.3 and Kvl.5 in different cell
types modifies the Kv1.3/Kvl.5
ratio, altering the cellular excitabil-
ity and leading to functional conse-
quences. High Kv1.3/Kv1.5 ratios,
as observed in BMDM and TNF-a-
activated Raw cells (Fig. 74), are in
agreement with more hyperpolar-
ized half-activation voltages, rapid
inactivation time constants, more
cumulative inactivation, and lower
IC., for MgTx (Fig. 7, B-E). However, low Kv1.3/KvL1.5 ratios as
observed in control Raw cells would modify kinetics and alter
pharmacology.

100 1000 10000

F

DISCUSSION

This study demonstrates that Kv1.3 and Kv1.5 can form het-
erotetrameric structures and suggests that Kv1.3/Kv1.5 hybrid
K* channels contribute to the major Kv channel in macro-
phages. Furthermore, our data also show that the Kv1.3/Kv1.5
ratio may vary in the Kv complex, leading to biophysically and
pharmacologically distinct channels.
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FIGURE 7. Variations in the Kv1.3/Kv1.5 ratio are correlated with changes
in biophysical and pharmaceological properties of K* currents in macro-
phages. A, Kv1.3/Kv1.5 ratios in BMDM and Raw cells cultured in the presence
or the absence of TNF-a were calculated from Western blots similar to those
shown in Figs. 1 and 6 and standardized to the value of control Raw 264.7
cells. Values are the mean = S.E. of at least three independent experiments.
B, half-activation voltage of K currents in macrophages. Values were calcu-
lated from steady-state activation curves of the outward current. Conduct-
ance was normalized to the peak current at +50 mV. C, time constant of
inactivation (7). Cells were held at —60 mV, and a + 50 mV pulse potential
was applied during 4 s. D, percentage of cumulative inactivation. Currents
were elicited by a train of 8 depolarizing voltage steps of 200 ms to +50
mV once every 400 ms. The percentage was calculated as a result of the
difference between the peak current at the first pulse and the remaining
current at the last. £, 1Cs, values of the K™ current in the presence of MgTx.
Currents were evoked, and the percentage inhibition was calculated as
described in Fig. 1. Open bars, BMDM; closed bars, control Raw 264.7 cells;
gray bars, TNF-a-activated Raw 264.7 cells. **, p < 0.01; *** p < 0.001
versus control (Student’s £ test).

Although heteromeric structures between either Kv1.3 or
Kv1.5 and other Kv1 subunits had been described (7, 26-29),
our study demonstrates for the first time that Kv1.3 assembles
with Kv1.5 to generate functional Kv complexes. Thus, similar
to nerve and muscle, in macrophages it is difficult to assign
currents to specific channels. Tissue localization and the
absence of currents other than those generated by homomeric
channels argue against certain Kv complexes (30-32). Thus,
the assembly of Kv1.3 with Kv1.1 and Kv1.2 was questioned by
immunohistochemical localization in mouse rod bipolar cells
(30). In addition, a differential distribution also argues againsta
heteropolymer between Kv1.1 and Kv1.5 in Schwann cells (31).
In contrast, Kv1.5 co-assembles with Kv1.2 and Kv1.4 in GH3
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pituitary cells, brain cortex, and the cardiovascular system (7,
17, 26). However, in GH3 cells, up to 70% of the channels were
pharmacologically identified as Kv1.5 homomers (17). This is
not the case in murine macrophages, since the presence of
Kv1.5 in heterotetrameric Kv1.3/Kv1.5 channels induced a shift
to positive potentials concomitantly with a loss of sensitivity to
MgTx. Unlike Kv1.5, Kv1.3 and hybrids Kv1.3/Kv1.5 are highly
sensitive to MgTx. Our data argue against homotetrameric
channels consisting of Kv1.5, but the presence of Kv complexes
generated only by Kv1.3 cannot be ruled out.

Kv1.3 subunit is the main responsible for outward-delayed
rectifier potassium currents in leukocytes (2). Nonetheless,
although half-activation voltages of Kv1.3 currents in T-cells
range from —14 to —35 mV, Vi« values are more depolarized in
BMDM and Raw macrophages (Refs. 8 and 11 and this study).
Unlike T-cells, macrophages express Kv1.5, which shows more
positive potentials when expressed in heterologous expression
systems (10). In brain macrophages, a switch from Kv1.5 to
Kv1.3 during cell growth was described, and the half-activation
voltage of the Kv currents was shifted —17 mV to hyperpolar-
ized values in proliferating cells (10). This is similar to what we
found in BMDM and TNF-a-activated Raw cells, where nega-
tive shifts could be caused by higher Kv1.3/Kv1.5 ratios. In this
scenario, pharmacological and gating parameters in oocytes
expressing different Kv1.3/Kv1.5 ratios support the contribu-
tion of different heteropolymeric complexes to the major Kv in
BMDM and Raw macrophages. Whereas BMDM exhibit Vi«
and [C,, values similar to Kv1.3 homo and Kv1.3/Kv1.5 (3:1)
heterotetrameric structures, Raw macrophages were more like
Kv1.3/Kv1.5 (1:1 or 1:3).

A change in the Kv1.3/Kv1.5 ratio in the Kv complex would
affect kinetic parameters and pharmacology. Because TNF-«
induces differential regulation of K* channels (8, 11, 25), our
results are consistent with the possibility that the cytokine
alters the stoichiometry of the subunits in the channel. In addi-
tion, a new composition could also affect the interaction with
the Kvg subunits in macrophages, thus modifying the gating
kinetics (11). Association or lack of association with endoge-
nous 3-subunits could also affect the phenotype of the resulting
current. Our data show that potassium channels from activated
cells are more sensitive to small changes in the membrane
potential. Thus, these cells would be more excitable at negative
potentials. In this context it has been described that a depolar-
izing change of +25 mV modifies IL-2 production, thus reduc-
ing the activation and antibody production of lymphocytes (34).
Hormones and cytokines may produce long-term effects on
excitability by regulating K™ channel gene expression.
Although Kv1.3 expression is induced during activation and
apoptosis, down-regulation is associated with immunosup-
pression (18). Dexamethasone, a glucocorticoid antagonist,
induces Kv1.5 expression in pituitary cells and cardiomyocytes
and inhibits Kv1.3 in T-cells (16—18). Panyi et al. (35, 36)
located Kv1.3 in the immunological synapse between cytotoxic
and target cells. Activating cytokines would increase the
amount of Kv1.3 subunits, forming either homo- or heterotet-
rameric structures, and changes in Kv composition would mod-
ify membrane excitability within the immunological synapse
between T-lymphocytes and macrophages. Thus, hormones
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and cytokines can affect the expression of cell surface homo-
meric and heteromeric channels in different ways, leading to
specific alteration of excitability.

In summary, our results demonstrate that Kv1.3 and Kv1.5
form heterotetrameric K™ channels in macrophages. In addi-
tion, the physiological regulation of the Kv channel subunit
stoichiometry may be an important mechanism triggering the
specific immune response. The findings of the present study are
ofinterestsince K* channels in leukocytes are considered phar-
macological targets in autoimmune diseases (33), and as we
demonstrate, different channel composition may change bio-
physical properties and alter the use of potential drug therapies.
Macrophages present antigens to infiltrating T-lymphocytes,
and the predominance of Kv1.3 in activated macrophages could
generate more specific drug-sensitive complexes leading to
more effective therapies.

Acknowledgments—We thank L. Martin and J. Bertrdn for help with
macrophage cultures. The editorial assistance of the Language Advi-
sory Service from the University of Barcelona is also acknowledged.

REFERENCES

1. Hille, B. (2001) Jon Channels of Excitable Cells, 3rd Ed., Sinauer Associates,
Sunderland, MA
2. Cahalan, M. D., Wulff, H., and Chandy, K. G. (2001) J. Clin. Iimmunel. 21,
235-252
3. Martens, J. R, Kwak, Y. G, and Tamkun, M. M. (1999) Trends Cardiovasc.
Med. 9, 253-258
4. MacKinnon, R. (1991) Nature 350, 232-235
5. Isacoff, E. Y, Jan, Y. N,, and Jan, L. Y. (1990) Nature 345, 530534
6. Wang, F. C,, Parcej, D. N., and Dolly, ]. O. (1999) Eur. ] Biochem. 263,
230-237
7. Po, 5., Roberds, S, Snyders, D. ]., Tamkun, M. M., and Bennett, P. B. (1993)
Circ. Res. 72, 1326-1336
8. Vicente, R, Escalada, A., Coma, M., Fuster, G., Sanchez-Trillo, E., Lopez-
Iglesias, C,, Soler, C., Solsona, C., Celada, A., and Felipe, A. (2003) J. Biol.
Chem. 278, 46307—-46320; Correction (2005} [. Biol Chem. 280, 13204
9. Grissmer, S., Dethlefs, B.,, Wasmuth, J. ., Goldin, A. L., Gutman, G. A,
Cahalan, M. D, and Chandy, K. G. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. Il 5. A. 87,
9411-9415
10. Kotecha, 5. A., and Schlichter, L. C. (1999) /. Neurosci. 19, 10680 —10693
11. Vicente, R, Escalada, A., Soler, C., Grande, M., Celada, A., Tamkun,
M. M., Solsona, C., and Felipe, A. (2005) . Immmunol. 174, 4736 —4744
12. Pyo, H., Chung, S, Jou, [, Gwag, B., and Joe, E. H. (1997) Mol Cell 7,
610614

DECEMBER 8, 2006+VOLUME 281 -NUMBER 49

13.
14.
15.

16.

19.
20.
. Gutman, G. E,, Chandy, K. G., Grissmer, S., Lazdunski, M., Mckinnon, D.,
22,
23.

24.

25.
26.
27.
28.
29,
30.
3L
32.
33

. Freedman, B. D, Price, M. A, and Deutsch, D. ]. (1992) | Immunol. 149,

35.

36.

Role of Kv1.5 in Macrophages

Jou, L, Pyo, H., Chung, 5., Jung, 5. Y., Gwag, B.]., and Joe, E. H. (1998) Glia
24, 408 -414

Chung, S, Lee, ], Joe, E. H., and Uhm, D. Y. (2001) Newurosci. Lett. 300,
67-70

Khanna, R, Roy, L., Zhu, X., and Schlichter, L. C. (2001) Amn. J. Physiol. Cell
Physiol. 280, 796 — 806

Takimoto, K., Fomina, A. F., Gealy, R., Trimmer, ]. 5., and Levitan, E. S.
(1993) Newron 11, 359369

. Takimoto, K., and Levitan, E. 5. (1996) Biochemistry 35, 1414914156
18.

Lampert, A., Miiller, M. M., Berchtold, 5., Lang, K. §., Palmada, M., Do-
brovinskaya, O., and Lang, F. (2003) Pfluegers Arch. Eur. J. Physiol. 447,
168-174

Fuster, G., Vicente, R.,, Coma, M., Grande, M., and Felipe, A. (2002) Meth-
ods Find, Exp. Clin. Pharmacol, 24, 253-259

Jensen, H. L., and Norrild, B. (1999) Histochem. J. 8, 525-533

Pardo, L. A, Robertson, G. A, Rudy, B., Sanguinetti, M. C., Stithmer, W,
and Wang, X. (2005) Pharmacol. Rev. 57, 473-508

Szabo, L, Bock, ]., Jekle, A., Soddemann, M., Adams, C,, Lang, F., Zoratti,
M., and Gulbins, E. (2005) [ Biol. Chem. 280, 12790-12798

Snyders, D. ]., Tamkun, M. M., and Bennett, P. B. (1993) ]. Gen. Physiol
101, 513-543

Swanson, R, Marshall, ., Smith, ]. 5., Williams, . B., Boyle, M. B., Folander,
K., Luneau, C.]., Antanavage, ]., Oliva, C., Buhrow, 5. A., Bennett, C,, Stein,
R. B, and Kaczmarek, L. K. (1990) Neuron 4, 929 -939

Vicente, R., Coma, M., Busquets, 5., Moore-Carrasco, R., Lopez-Soriano,
E.]., Argiles, ]. M., and Felipe, A. (2004) FEBS Lett. 572, 189-194

Sobke, A., Peretz, A., Shirihai, O., Etkin, §., Cherepanova, V., Dagan, D.,
and Attali, B. (1998) J. Neurosci. 18, 10398 —10408

Shamotienko, O. G., Parcej, D. N, and Dolly, |. O. (1997) Biochemistry 36,
8195-8201

Caleman, S. K., Newcombe, |., Pryke, |, and Dolly, ]. O. (1999) J. Neuro-
chem. 73, 849 — 858

Veh, R. W,, Lichtinghagen, R., Sewing, S., Wunder, F., Grumbach, 1. M.,
and Pongs, O. (1995) Eur. J. Neurosci. 7, 2189 -2205

Klumpp, D. ], Song, E. ], Ito, 5., Sheng, M. H,, Jan, L. Y., and Pinto, L. H.
(1995) . Neurosci. 15, 5004 -5013

Mi, H., Deerinck, T. |, Ellisman, M. H., and Schwarz, T. L., (1995) . Neu-
roscl. 15, 3761-3774

Timpe, L. C,, Jan, Y. N, and Jan, L. Y. (1988) Newron 1, 659 — 667

Beeton, C., and Chandy, K. G. (2005) Neuroscientist 11, 550—562

3784-3794

Panyi, G., Bagdany, M., Bodnar, A., Vamosi, G., Szentesi, G., Jenei, A.,
Matyus, L., Varga, 5., Waldmann, T. A., Gaspar, R,, and Damjanovich, S.
(2003) Proc. Natl. Acad. Sei. U S. A. 100, 25922597

Panyi, G., Vamosi, G., Bacso, Z., Bagdany, M., Bodnar, A., Varga, Z., Gas-
par, R, Matyus, L., and Damjanovich, 5. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci.
U S A 101, 1285-1290

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 37685

227



Annex

British Journal of Pharmacology (2005) 145, 672-678

© 2005 Nature Publishing Group Al rights reserved 0007-1188/05 $30.00 @

www.nature.com/bjp

Effect of galantamine on the human «7 neuronal nicotinic
acetylcholine receptor, the Torpedo nicotinic acetylcholine
receptor and spontaneous cholinergic synaptic activity
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1 Various types of anticholinesterasic agents have been used to improve the daily activities of

Alzheimer’s disease patients. It was recently demonstrated that Galantamine, described as a molecule
with anticholinesterasic properties, is also an allosteric enhancer of human o4f2 neuronal nicotinic
receptor activity. We explored its effect on the human 7 neuronal nicotinic acetylcholine receptor
(nAChR) expressed in Xenopus oocytes.

2 Galantamine, at a concentration of 0.1 uM, increased the amplitude of acetylcholine (ACh)-
induced ion currents in the human 27 nAChR expressed in Xenopus oocytes, but caused inhibition at
higher concentrations. The maximum effect of galantamine, an increase of 22% in the amplitude of
ACh-induced currents, was observed at a concentration of 250 umM Ach.

3 The same enhancing effect was obtained in oocytes transplanted with Torpedo nicotinic
acetylcholine receptor (AChR) isolated from the electric organ, but in this case the optimal
concentration of galantamine was 1 gM. In this case, the maximum effect of galantamine, an increase
of 35% in the amplitude of ACh-induced currents, occurred at a concentration of 50 um ACh.

4  Galantamine affects not only the activity of post-synaptic receptors but also the activity of nerve
terminals. At a concentration of 1 yuM, quantal spontaneous events, recorded in a cholinergic synapse,
increased their amplitude, an effect which was independent of the anticholinesterasic activity
associated with this compound. The anticholinesterasic effect was recorded in preparations treated
with a galantamine concentration of 10 uM.

5 In conclusion, our results show that galantamine enhances human «7 neuronal nicotinic ACh
receptor activity. It also enhances muscular AChRs and the size of spontaneous cholinergic synaptic
events. However, only a very narrow range of galantamine concentrations can be used for enhancing

effects.
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Introduction

Alzheimer’s disease, the most common form of dementia, is
linked to beta-amyloid protein metabolism; there is a
progressive degeneration of basal forebrain cholinergic neu-
rons innervating the hippocampus and the cortex. Although
other neurotransmitters decline during Alzheimer’s-associated
neurodegeneration, the degree of brain acetylcholine (ACh)
reduction directly correlates with deterioration of cognition
and of daily activity in patients (Auld er al., 2002).

Since deficits in cholinergic function contribute to the
pathology of Alzheimer’s disease, attempts to delay the
progression of the illness and improve patients’ daily activities
are based on pharmacological strategies to increase ACh levels
by means of anticholinesterasic agents (Giacobini, 2003).

*Author for correspondence: E-mail: solsona@ub.edu
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Some anticholinesterasic drugs have serious side effects on
patients because they do not only act specifically on the
acetylcholinesterases, but also affect other ion channels such as
potassium channels (Kraliz & Singh, 1997) and neurotrans-
mitter-associated receptors such as GABA receptors (Li er al.,
1999). In recent years, our laboratory has been investigating
the effect of various anticholinesterasic agents such as tacrine,
physostigmine, bis-tacrine, huprine X, huprine Y and CI-1002
on embryonic muscle nicotinic-type receptors and on the
spontaneous cholinergic synaptic activity of the Torpedo
electric organ. Anticholinesterasic drugs increase the size and
duration of spontaneous miniature endplate potentials
(MEPPs), but inhibit the currents supported by the nicotinic
receptors (Canti ef al., 1994; 1998; Ros ef al., 2000; 2001a, b).

Recent studies have suggested that galantamine, another
acetylcholinesterase inhibitor, has a beneficial effect on
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Alzheimer's patients (Dale er al., 2003) and improves learning
deficits in rabbits (Woodruff-Pak er al., 2001). In this study, we
investigated its effects on spontaneous synaptic transmission,
on the Torpedo nicotinic acetylcholine receptor (AChR) and
on the human «7 neuronal nicotinic acetylcholine receptor
(nAChR).

Methods
Animals and solutions

Torpedo marmorata specimens were caught off the Catalan
Mediterranean coast and kept in artificial seawater. The fish
were anaesthetised with tricaine (3-aminobenzoic acid ethyl
ester methanesulphonate salt) (Sigma, St Louis, MO, U.S.A)
at a concentration of 0.03% in seawater, before surgical
excision of electric organs. Electric organ fragments were kept
in the following saline solution: 280 mM NaCl, 3mm KCIl,
3.4mmM CaCly, 1.8mM MgCly, 5.5mM glucose, 300mMm urea,
100mM  sucrose and 6.8mM HEPES/NaOH buffer, pH
adjusted to 7.0 with NaHCQ,;. The same solution was used
to record spontaneous synaptic activity.

Mature Xenopus laevis females (purchased from the Centre
d’Elevage des Xenopes, Montpellier, France) were anaesthe-
tised by immersion in water containing 0.17% tricaine. A few
lobes of ovaries were removed through a small incision in the
abdomen.

Solutions for Xenopus oocytes: Barth’s solution contained
88 mM NaCl, Imm KCl, 0.33mM Ca(NO,),, 0.41 mMm CaCl,,
0.82 mM MgSO,, 2.40mM NaHCO, and 20 mM HEPES at pH
7.5, supplemented with 100 1U mI~' penicillin and 0.1 mgml~'
streptomycin.

Recording solution: 115mM NaCl, 2mM KCl, 1.§ mM CaCl,
and 10mM HEPES at pH 7.4. None of the Xenopus female
donors used in this study exhibited muscarinic ACh receptors
in their oocytes. The bath solution maintains calcium at a
physiologically relevant concentration because extracellular
calcium is an important modulator of neuronal nAChR
function (Mulle er al., 1992; Vernino er al., 1992). Calcium
also has indirect effects on agonist-evoked responses via
calcium-dependent chloride channels at this concentration.
However, calcium-dependent effects produce only linear
amplification of peak responses and do not distort the
concentration responses relationships over a wide range of
agonist concentrations (Papke er al., 1997).

Recording of spontaneous synaptic activity

All recordings were performed at room temperature (20
22°C). From five to 10 prisms of the electric organ were cut
with a scalpel blade and 1-5mm sections were incubated
overnight in Torpedo saline solution containing galantamine,
to ensure complete diffusion throughout the tissue. Fragments
were fixed in a plexiglass chamber with a sylgard-coated base
for measurement.

The spontaneous synaptic release of ACh was recorded with
focal extracellular low-resistance microelectrodes (for details,
see Dunant & Muller, 1986; Muller & Dunant, 1987), as
described elsewhere (Cantier al., 1994; Ros er al., 2000; 2001a).
This method allows long-term recording with little damage
to the cells. MEPPs were amplified (Axoclamp-2A, Axon

Instruments, U.S.A.) and monitored on a Tektronix 5110
oscilloscope and on a PC-Computer with a LabView (National
Instruments, U.S.A.) program (Quantadat) written in our
laboratory, using an AT-MIO16X (National I[nstruments,
U.S.A.) digitising interface. Signals were acquired at a
frequency of 100kHz and analysed with the same Labview
program and the Whole Cell Analysis program (kindly
provided by Professor J. Dempster, Strathclyde University,
Scotland, U.K.) with a TL-1 Labmaster digitising interface.
Data in ASCII format were exported to Sigmaplot 4.01.

The following parameters of each MEPP were measured:
amplitude; rise time; rate or velocity of rising; the area
corresponding to the charge that generated the MEPP,
measured as the integral of the contour delimited by each
one; and half~width, which indicates the rate of the decay
phase (see Figure 4). Results were obtained from five separate
experiments and represented in a bar histogram and cumula-
tive plots (Van der Kloot, 1991), which compared all the
variables under the different experimental conditions. The
number of MEPPs analysed was 2741 for the control
condition, 2501 for 1uM galantamine and 1133 for 10uM
galantamine.

Expression of human o7 nAChR

A plasmid containing the full-length ¢cDNA for human
o7nAChR was generously supplied by Professor Jon M.
Lindstrom (Department of Neuroscience, University of
Pennsylvania, U.S.A.). The plasmid (10ug) was linearised
with Xbal (Promega) and the resulting product was used for
mRNA synthesis in vifro using the mCAP RNA Capping
Kit (Stratagene). The capped mRNA obtained was injected
(50nl, 1.5ugul ") into oocytes. At 12-24 h after injection, the
follicular cell layer was partially removed by incubation for
30min with 0.25mgml ™' collagenase type 1A (Sigma). Oocytes
were maintained at 15-16°C in sterile Barth’s solution and
recordings made 2-3 days later.

Transplantation of muscular ACh receptor to oocytes

Oocytes at stages V and VI (Dumont 1972) were dissected out
and kept at 15-16°C in sterile Barth’s solution. At 1 day before
injection, the oocytes were treated with type-1A collagenase
(Sigma) (0.5mgml") for 45-50 min at room temperature to
remove the surrounding layers (Miledi & Woodward, 1989).
Healthy oocytes were micro-injected with 50 nl of a thawed
suspension (2-8 mgml ') of electroplaque membranes (Marsal
er al., 1995; Canti et al., 1998; Ros et al., 2000) by means of a
nanolitre injector (World Precision Instruments, WPI, model
A203XVZ). Samples were sonicated prior to injection.

Qocyte recording

Qocytes were voltage-clamped with a two-electrode system
(Axoclamp-2A, Axon Instruments, U.S.A.). Intracellular
electrodes (1-4 MQ resistance) were filled with 3M potassium
chloride. The volume of the oocyte recording chamber was
200 ul. Membrane currents were low-pass filtered at 10 Hz and
recorded on a PC using Whole Cell Analysis program v. 2.1
after sampling signals by Lab PC + (National Instruments,
U.S.A.) at twice the filter frequency. In all recordings currents
were elicited by challenges of ACh chloride at the indicated
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concentrations, at a flow rate of 8mlmin~'. Solutions were
perfused by gravidity and flow was activated or stopped by
electrovalves (ALA Scientific, U.S.A.). All the oocytes were
tested for consistent response amplitudes with at least three
challenges of ACh prior to the application of the drug.
Galantamine was co-applied with ACh for 255 at least twice
and only those responses that were constant were used for
calculations. Moreover, after application of the drug, a new
challenge of ACh was perfused to test that the current was still
constant. Usually, the washout time between two applications
of ACh was 10-15min, to avoid desensitisation.

Galantamine purification

Galantamine was isolated from wild Narcissus confusus by a
combination of solid-phase extraction and high-performance
liquid chromatography, as described elsewhere (Lopez er al.,

2002).
Caleulations and statistics

Differences between distribution functions were evaluated with
Sigmastat 3.2 software (SPSS Inc., U.S.A.) by the Mann
Whitney rank sum test. Values are expressed as mean+s.e.m.
calculated by the program.

Results
Effect of galantamine on the human o7 nChR

ACh (500 uM) induced an inward current in Xenopus oocytes
expressing human 27 AChRs with a mean amplitude of
0.84+0.08 uA, (n=9; Figure la). The current was transient,
with a decay time constant (t) of 1.1+0.1s. Higher concentra-
tions of ACh did not cause any increase in current amplitude,
but did increase the desensitisation of the receptor, which
needed a longer period of washing before reproducing
constantly the ACh response.

Co-application of 100nM galantamine increased the ampli-
tude of ACh-induced currents by 9.6+ 2.7%, n=9 (Figure 1b
and c¢); concentrations above or below this level had no
significant effect. The time constant of current decay (t) with
100nM  galantamine was 0.94+0.1s. The concentration
response relationships for ACh in activating o7 nAChRs in
the absence and presence of galantamine is shown in
Figure 1d. In the presence of 100nM galantamine, the ECs,
was shifted from 305 to 189 uM, n = 9. The maximum effect of
galantamine, a 22% increase in the amplitude of ACh-induced
currents, was observed at a concentration of 250 um ACh.

Effect of galantamine on Torpedo AChR

In oocytes transplanted with Torpedo nicotinic receptors, a
kind of embryonic muscular AChR, 100 gm ACh triggered an
inward current of 0.27+0.12 yA (n=06) that decayed with a
time constant (t) of 4.3+ 1.7s (Figure 2a). Galantamine also
increased the response to ACh, but only at a concentration of
1M (0.3340.02 A, n=6; Figure 2b and c¢). We also explored
the concentration response relationship for ACh. The curve
obtained in the presence of galantamine 1 uM was shifted to
the left (Figure 2d) and the ECs, moved from 79 to 46 umMm,
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Figure 1 Effect of galantamine on ACh-induced currents sup-
ported by «7 AChRs expressed in Xenopus oocytes. (a) Fast
inactivating inward currents were stimulated by ACh; holding
potential was —70mV. (b.c) Galantamine at very low concentration
(100nM) induced a very small but significant increase in the
amplitude of ACh-activated currents. Higher concentrations did
not cause a significant increase in currents. (d) Dose-response
relationship for ACh obtained in the absence and presence of 100 nM
galantamine. The averaged amplitudes (expressed as mean+s.e.) of
the currents recorded from 10 oocytes from different donors were
plotted wversus the respective concentration of ACh applied.
*P<0.05.

n=~6. The maximum effect of galantamine, a 35% increase
in the amplitude of currents, occurred at a concentration of
50 um ACh.

Lffect of galantamine on spontaneous synaptic activiry
of Torpedo electric organ

Figure 3a-c shows superimposed traces of MEPPs in Torpedo
electric organ electroplates, under resting conditions and after
the application of 1 and 10uM galantamine. In fragments
incubated with 10uM galantamine, the decay phase was
prolonged, as expected with anticholinesterasic agents. The
effect of galantamine on MEPP frequency is shown in
Figure 3d. The mean values were 1.58+0.31 MEPPss™' for
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Figure 2 Effect of galantamine on ACh-induced currents sup-
ported by Torpedo AChRs from the electric organ. Membranes of
the electric organ were transplanted to Xenopus oocytes. (a) Fast
inactivating inward currents were stimulated by ACh: holding
potential was —70mV. (b,c) Galantamine at low concentration
(1 uM) induced a significant increase in the amplitude of ACh-
activated currents. Higher concentrations did not cause a significant
increase in currents. (d) Dose-response relationship for ACh
obtained in the absence and presence of 1uM galantamine. The
averaged amplitudes (expressed as mean+s.e.) of the currents
recorded from eight oocytes [rom different donors were plotted
versus the respective concentration of ACh applied. *P < 0.05.

untreated fragments and 1.41+0.53 MEPPss ™' for fragments
incubated with 1 uM galantamine, n = 12. Galantamine caused
no significant effect on MEPP frequency of the Torpedo
electric organ.

The analysis of the traces is shown as cumulative plots
and bar histograms in Figure 4. The area below the profile
of each MEPP, reflecting the electrical charge carried
during the release of a single quantum of Ach, was measured.
The mean values were as follows: controls, 045+
0.006 mVms~'; fragments treated with 1 uM galantamine,
0.834+0.02mV ms '; fragments treated with 10 M galanta-
mine, 2.76+0.09mVms ' (P<0.05).

Under control conditions, the amplitude of MEPPs was
0.5440.004mV. In fragments treated with 1 uM galantamine,

control gal TuM

Figure 3 Effect of galantamine on spontaneous cholinergic synap-
tic activity of Torpedo electric organ. Low-resistance pipettes placed
extracellularly were used for the focal recording of miniature
endplate currents. Oscilloscope traces of spontaneous MEPPs were
superimposed. (a) Untreated fragments. (b) 1 uM galantamine. (c)
10 uM Galantamine. The inhibition of acetylcholinesterase activity
is translated into synaptic activity recording by the prolongation of
the decay phase of spontaneous events, which was only observed
when high concentrations of galantamine were used. (d) Effect of
galantamine treatment on MEPP frequency.

the amplitude was increased to 0.83 +0.01 mV, P<0.05. When
the concentration of galantamine was increased to 10 uM, the
amplitude of MEPPs was 0.92+0.01, P<0.05.

The rise time of a MEPP is the result of the addition of time
periods from different cellular processes: the release and
diffusion of ACh through the synaptic cleft and the opening
time of the AChRs. The rise time was 0.48 +0.005ms in the
untreated fragments, 0.484+0.05ms in 1lpM galantamine-
treated fragments and 0.8+ 0.02ms in those fragments treated
with 10 gM galantamine. In this latter case, P<0.05.

The rate of rise between 10 and 90% of the MEPP
amplitude was 1.14+0.0lmVms™' in untreated fragments,
1.62+0.02 in 1 pM-treated fragments (P<0.05) and 1.3+0.08
in 10 yM-treated fragments.

The duration of width of an MEPP depends on the single or
repetitive interaction of molecules of ACh with the AChR. The
persistence of ACh molecules in the cleft, as a consequence of
the inhibition of acetylcholinesterases, extends the decay phase
of an MEPP. Since the decay phase of an MEPP fits an
exponential function, it is therefore difficult to establish the
final single quantal event. To compare the duration of quantal
events in different pharmacological treatments, width at 50%
of the amplitude was used. The half-width was 0.6 +0.006 ms
in untreated fragments and 0.7 +0.008 ms in fragments treated
with 1 gM galantamine, whereas it was 2.01 +0.04 ms in 10 uM-
treated fragments (P <0.05).
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Figure 4 Analysis of MEPPs in 1 and 10 uM galantamine-treated fragments of Terpedo electric organ. Data are presented as
cumulative plots and bar histograms (inset). (a) Electrical charge mobilised by spontaneous MEPP: effect of galantamine on
electrical charge mobilised by spontaneous ACh release. The area delimited below a MEPP contour corresponds to the total
electrical charge passed through the nicotinic ACh receptors as a consequence ol spontaneous quanta. (b) Effect of galantamine on
the amplitude of MEPP (peak). (c) Rise time of MEPP. (d) Rate of rise time of MEPP. (e) hall-width of MEPP, width at 50% of
amplitude. Galantamine (10 uM) prolonged the decay phase of MEPPs. The number of MEPPs analysed for control conditions was
2741, 2501 for 1 uM galantamine and 1133 for 10 uM galantamine. The data shown came from three experiments.

Discussion

Since the cholinergic hypothesis for the onset of Alzheimer’s
disease (Davies & Maloney, 1976; Bartus er al., 1982; Coyle
et al., 1983), various efforts have been made to increase the
cerebral levels of ACh. The most obvious method was to use
anticholinesterasic agents, but the side effects of these were
very severe. Only some drugs were well tolerated by a small
group of patients. In these cases, however, the cognitive
deficiencies associated with the illness were delayed. It is likely
that these side effects are related to the nonspecific interaction
of anticholinesterasic agents with other membrane receptors
and ion channels.

We tested the effect of various anticholinesterasic agents on
the ionic currents conducted by Torpedo AChRs in earlier
research (Canti er al., 1998; Ros et al., 2000; 2001a, b). There is

a close correlation between the potency of inhibitory action of
the anticholinesterasic agent and the degree of inhibition of
muscular nicotinic currents.

Galantamine has been described as an anticholinesterasic
agent, but it increases «4f2 AChR-activated currents at
concentrations between 1077 and 10°°M (Maelicke er al.,
2001), which are far from the 1Cs, (30 gM) for human brain
acetylcholinesterase activity (Thomsen er al., 1991). None-
theless, galantamine at very low concentrations (1077 M)
increased the currents activated by the human «7 neuronal
nicotinic receptor. The galantamine-induced potentiation
effect has been described in human 2452nAChR (Maelicke
et al., 2001), human «3fi4 and «6f/4 nAChR (Samochocki
et al., 2003) as an allosteric potentiation. With single-channel
recording configuration, galantamine alone activated the
opening of the nAChR channel by acting as a weak
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noncompetitive agonist in rat hippocampal cultured neurons
(Pereira et al., 1993) and mouse transfected fibroblasts (Pereira
et al., 1994). Similar results were obtained in frog skeletal
muscle AChR with physostigmine at a concentration of 0.5 uM:
this effect correlated with an increase of nerve-elicited endplate
currents (Shaw et al., 1985). Physostigmine and galantamine
bind on a specific site of the « subunit, which is recognised by
the monoclonal antibody FK1 (Pereira er al., 1994).

However, we found no ionic current activated by galant-
amine alone in Xenopus oocytes expressing o7 nAChRs,
perhaps because it sank into the amplifier noise. The
concentration-response relationships for ACh, in the presence
of galantamine, gave us direct evidence that galantamine was
effective in enhancing the current amplitude at a range
between 107 and 107*M ACh, which is the same range of
concentrations previously described in 24f2 receptors (Mae-
licke er al., 2001) that also increased ACh-induced currents.
The fact that we obtained significant results using high
concentrations of ACh may reflect a physiological condition,
because these concentrations of ACh may be closer to the
concentration actually reached in the synaptic cleft.

The allosteric potentiating effect was specific for nAChR
because galantamine did not enhance the cholinergic response
mediated by muscarinic ACh receptors (Samochocki et al.,
2003). However, Torpedo nicotinic receptors (an embryonic
receptor) were also sensitive to the effect of galantamine and,
as shown in the present study, galantamine enhanced the
currents mediated by ACh. However, the galantamine
concentration needed for this enhancement was higher in the
case of muscular receptor than in the %7 receptor. Galantamine
is also an allosteric potentiatior of muscular nicotinic receptors
and should act as described in adult frog neuromuscular
junction (Shaw er al., 1985).

Both our results and those of others suggest that galant-
amine acts specifically on all AChRs, because it enhances
cholinergic synaptic transmission in hippocampal slices
(Santos et al., 2002). «7/5-HT3 chimeras of serotonin-ACh
receptors are also sensitive to galantamine (Samochocki ef al.,
2003). Probably, a conserved region in the different types of
alpha subunit is related to activation activity (Pereira er al.,
1993). It is also possible that galantamine acts like lynx, an
endogenous protein that enhances the currents activated by
ACh in nicotinic receptors expressed in Xenopus oocytes
(Miwa er al., 1999). Moreover, it has been described that
galantamine enhances nicotine-induced catecholamine release
from mouse striatal brain slices (Zhang er al., 2004) and from
the hippocampus of freely moving rats (Sharp er al., 2004).

We also explored the effect of galantamine on spontaneous
synaptic activity. Galantamine did not change the frequency
of MEPPs. Each MEPP is the result of the amount of ACh
released during synaptic vesicle exocytosis, its diffusion, its
interaction with the AChR and the enzymatic activity of the
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