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Abreviatures

AD

AF555 a-mo-IgG2a

ALP
ARTAG
BB

BHE
BSA
CAA
FLR-Ubi
IF

IgG2a anti-p62
IgM
LCR
NEs

ON

p62

PB1

PBS
SNC
SVD MILD
UBA
Ubi

UPS

Alzheimer’s Disease, Malaltia d’ Alzheimer

Anticos secundari conjugat amb Alexa Fluor 555
Autophagic-lysosomal pathway, via autofagica-lisosomal
Age-related tau astrogliopathy, astrogliopatia lligada a I’edat
Blocking buffer, tamp6 de bloqueig

Barrera hematoencefalica

Bovine serum albumin, albimina sérica bovina

Cerebral amyloid angiopathy, angiopatia amiloide cerebral
Ubiqiiitina marcada amb fluoresceina
Immunofluorescéncia

Anticos primari anti-p62

Immunoglobulina M

Liquid cefalorraquidi

Neoepitops

Overnight, incubaci6 durant la nit

Proteina p62/SQSTM1

Phox and Bemlp

Phosphate-buffered saline, tamp6 de fosfat sali

Sistema nervids central

Small vessel disease, malaltia de petits vasos lleu
Ubiquitin-associated domain, domini associat a I’ubiqiitina
Ubiqiiitina

Ubiquitin-proteasome System, sistema ubiqjiiitina-proteosoma






Resum

Els wasteosomes, també coneguts com a cossos amilacis, son estructures esfériques
intracel-lulars que es formen principalment als astrocits del cervell huma. Estan constituits
per una matriu de poliglucosa que encapsula proteines i altres substancies de rebuig, 1 es
consideren part d’un sistema de neteja cerebral amb un possible paper neuroprotector. La
presencia de la proteina p62 als wasteosomes suggereix que podrien incorporar i retenir

substancies ubiqiiitinades, perd aquest aspecte encara no s’ha demostrat.

Aquest treball t¢ com a objectiu demostrar que els wasteosomes soén capagos de captar i
retenir substancies ubiqiiitinades. Per assolir aquest proposit, s’han realitzat assajos
d’immunofluoresceéncia sobre talls d’hipocamp huma, amb 1’objectiu d’estudiar si la
monoubiquitina i la tetraubiqiiitina marcades amb fluorescéncia s’incorporen in vitro als
wasteosomes. Paral-lelament, s’ha estudiat la col-localitzaci6 d’aquestes formes d’ubiqiiitina

amb la proteina p62, utilitzant el mateix meétode de marcatge fluorescent.

Els resultats obtinguts mostren la incorporacié de la ubiqiiitina fluorescent en els
wasteosomes 1 la seva col-localitzacié amb la proteina p62 i, per tant, confirmen la hipotesi
inicial: els wasteosomes son capacos de captar substancies ubiqiiitinades. Aquesta capacitat
es manifesta principalment a la regié periferica dels cossos i amb una cinética similar per

ambdues formes d’ubigqiiitina.

Aquestes troballes reforcen la idea que els wasteosomes poden actuar com a mecanisme
alternatiu per a I’eliminacié de residus proteics, especialment en condicions en que els
sistemes convencionals son disfuncionals. L’aportacié més rellevant del treball és la
demostracié experimental d’aquesta funci6 activa en un context huma, i I’obertura a noves

linies d’investigacid en 1’ambit de les malalties neurodegeneratives.

Paraules clau: wasteosomes, neteja cerebral, paper neuroprotector, ubiqiiitina, proteina p62,

immunofluorescéncia.



Abstract

INCORPORATION OF UBIQUITINATED SUBSTANCES INTO WASTEOSOMES
(CORPORA AMYLACEA) OF THE HUMAN BRAIN

Wasteosomes, also known as corpora amylacea, are spherical intracellular structures that
primarily form in astrocytes of the human brain. They are composed of a polyglucosan matrix
that encapsulates proteins and other waste substances and are considered part of a brain
clearance system with a potential neuroprotective role. The presence of the p62 protein in
wasteosomes suggests that they may incorporate and retain ubiquitinated substances,

although this aspect has not yet been demonstrated.

This study aims to demonstrate that wasteosomes are capable of capturing and retaining
ubiquitinated substances. To achieve this goal, immunofluorescence assays were performed
on human hippocampal sections to investigate whether fluorescently labeled mono- and
tetraubiquitin are incorporated in vitro into wasteosomes. In parallel, the colocalization of
these forms of ubiquitin with the p62 protein was examined using the same fluorescent

labeling approach.

The results obtained show the incorporation of fluorescent ubiquitin into wasteosomes and
its colocalization with the p62 protein, thereby confirming the initial hypothesis:
wasteosomes are capable of capturing ubiquitinated substances. This capacity is mainly
observed in the peripheral region of the bodies and displays similar kinetics for both forms

of ubiquitin.

These findings support the idea that wasteosomes may act as an alternative mechanism for
the elimination of protein waste, especially under conditions in which conventional systems
are dysfunctional. The most significant contribution of this study is the experimental
demonstration of this active function in a human context, opening new lines of research in

the field of neurodegenerative diseases.

Keywords: wasteosomes, brain clearance, neuroprotective role, ubiquitin, p62 protein,

immunofluorescence.



Integracio d’ambits

Aquest treball s’emmarca principalment dins de 1’ambit de la Fisiologia i Fisiopatologia, 1

integra també coneixements d’Immunologia i Bioquimica i Biologia Cel-lular.

1. Fisiologia i Fisiopatologia

L’objectiu principal d’aquest estudi ha estat aprofundir en el coneixement dels cossos
amilacis, o també anomenats wasteosomes, unes estructures cel-lulars que es formen als
astrocits i que estan implicades en 1’eliminaci6 de substancies de rebuig del cervell. La seva
caracteritzacio pot contribuir a entendre millor els mecanismes fisiologics 1 fisiopatologics
relacionats amb la neteja cerebral, el manteniment de I’homedstasi neuronal i les disfuncions

que es produeixen en malalties neurodegeneratives com ara I’ Alzheimer.

11. Immunologia

Aquest treball utilitza teécniques immunologiques per estudiar la interacci6 entre la proteina
p62, present als wasteosomes, i la ubiqiitina. Mitjangant immunofluorescéncia amb
anticossos especifics, s’ha explorat el paper de la proteina p62 en la captacié de substancies
ubiqiiitinades, aportant noves dades sobre el possible paper dels wasteosomes en 1’eliminacio

de residus cel-lulars.

11I1. Bioguimica i Biologia Cel-lular

Els wasteosomes estan implicats en I’eliminacid de substancies de rebuig ubiqiiitinades, com
ara proteines mal plegades o agregats proteics. El seu estudi permet aprofundir en els
mecanismes de resposta cel-lular davant 1’estrés proteostatic i ajuda a entendre millor una
via alternativa d’eliminacidé que complementa els sistemes de degradacio convencionals, com

I’autofagia i el proteosoma.



Objectius de Desenvolupament Sostenible (ODS)

Aquest treball es relaciona amb diversos Objectius de Desenvolupament Sostenible (ODS)
establerts per les Nacions Unides, ja que aborda aspectes relacionats amb la salut, la gestio

responsable de productes quimics i la innovacio cientifica.

En primer lloc, el treball té relacié amb 1’ODS 3: “Salut i Benestar”, una comprensio més
precisa i detallada de la formacio, composicio i funcié dels cossos amilacis al sistema nervios
central podria facilitar el diagnostic preco¢ de certes malalties neurodegeneratives. Aixo
permetria establir tractaments en fases inicials, millorant la qualitat de vida dels pacients.
Aquest enfocament esta directament relacionat amb [’apartat 3.D, que té com objectiu
reforgar la capacitat de tots els paisos per millorar I’alerta primerenca, la reduccié de riscos i

la gestio dels riscos per a la salut nacional i mundial.

D’altra banda, aquest treball tamb¢ s’alinea amb 1’ODS 6: “Aigua neta i Sanejament”. La
gesti6 adequada dels reactius utilitzats en el treball, seguint les directrius de la Unitat de
Laboratoris Docents de la facultat de Farmacia 1 Ciéncies de 1’Alimentacid, contribueix
directament a la fita 6.3. Aquesta té com a finalitat millorar la qualitat de I’aigua reduint la
contaminacio, eliminant I’abocament i minimitzant 1’alliberament de productes quimics i
materials perillosos. També pretén reduir a la meitat la quantitat d’aigiies residuals no
tractades i1 incrementar de manera significativa el reciclatge i la reutilitzacié segura a escala

global.

Finalment, I’estudi també t¢ un impacte positiu en 1’ODS 9: “Industria, innovacio i
infraestructura”, ja que fomenta la innovaci6 cientifica en I’ambit de les neurociéncies i en
la recerca biomedica en general, contribuint al progrés tecnologic i al desenvolupament de
nous enfocaments diagnostics 1 terapeutics. Aixo esta alineat amb ’apartat 9.5, que pretén
millorar la investigacié cientifica, fomentar la innovacid i augmentar el nombre de

treballadors en recerca i desenvolupament.
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INTRODUCCIO

La degradacié de proteines constitueix un procés fonamental pel manteniment de
I’homeodstasi cel-lular, ja que permet 1’eliminacié de proteines mal plegades, danyades o que
han complert la seva funci6. La seva desregulacié pot conduir a I’acumulacié de proteines
toxiques i, consegiientment, al desenvolupament de condicions patologiques, com les
malalties neurodegeneratives o el cancer (1-3). El procés de degradacié es duu a terme
principalment mitjancant dos grans sistemes proteolitics intracel-lulars: el sistema

ubiqiiitina-proteosoma (UPS) i la via autofagica-lisosomal (ALP).

L’UPS constitueix la via principal de degradacié de proteines solubles de vida curta, aixi
com de proteines mal plegades. Aquest mecanisme es basa en la conjugacid de la ubiqiiitina
(Ubi) a les proteines objectiu a través dels residus de lisina 48 (K48), la qual cosa actua com
a senyal de reconeixement pel proteosoma. El proteosoma és un complex proteolitic
multicatalitic que degrada les proteines marcades i allibera peptids petits 1 Ubi reciclable. No
obstant aix0, quan el proteosoma se satura o esdevé disfuncional s’activa un mecanisme

alternatiu de degradacio: I’autofagia (4).

L’ALP permet la degradaci6 de components citoplasmatics més grans i heterogenis, com ara
agregats proteics, organuls danyats i inclusions citoplasmatiques. Es distingeixen tres tipus
principals d’autofagia: 1’autofagia mediada per xaperones, la microautofagia i la
macroautofagia, essent aquesta ultima la més rellevant. La macroautofagia implica la
formacié d’un autofagosoma, una estructura de doble membrana que envolta el material
citoplasmatic destinat a la degradacio. Posteriorment, es fusiona amb el lisosoma, on el
contingut ¢s degradat. Tot i que inicialment es considerava que I’autofagia era un procés no
selectiu, s’ha demostrat que pot degradar de manera especifica agregats proteics gracies a la

intervencio de proteines adaptadores com la proteina p62/SQSTMI1 (p62) (4,5).

La p62 és una proteina adaptadora multifuncional que actua com a nexe entre ’'UPS i I’ALP,
facilitant I’eliminacié d’agregats proteics. Conté un modul conservat a 1’extrem N-terminal
anomenat Phox and Bem1p (PB1), que permet la seva oligomeritzacio i la interaccié amb la
proteina quinasa C atipica. A més, presenta un domini associat a I’ubiqiiitina (UBA) a

I’extrem C-terminal, que li permet unir-se especificament a 1’Ubi. Originalment, la p62 va



ser identificada com una proteina implicada en la degradacidé proteosomal, perd estudis
posteriors han demostrat que, quan el proteosoma esdevé disfuncional, la p62 facilita la
redireccio de les proteines ubiqiiitinades cap a 1’autofagosoma. En aquest procés, la p62, amb
el seu domini UBA, s’uneix a I’Ubi de les proteines que s’han de degradar i les transporta
cap al fagofor, la membrana inicial de I’autofagosoma, perque siguin transferides al lisosoma.
Aquest mecanisme esta finament regulat per la fosforilacio de la p62, que incrementa la seva
afinitat per I’Ubi 1, en conseqiiéncia, la seva capacitat per arreplegar proteines agregades (6—

8).

Un aspecte fonamental que comparteixen els sistemes UPS i ALP ¢és I’s de I’Ubi com a
sistema de senyalitzacio per a la degradacié de substrats. Tot i unir-se a les proteines que
s’han de degradar, 1’Ubi també pot unir-se als seus residus interns de lisina, formant cadenes
de diferents tipologies i funcions (9). Mentre que les cadenes de poliubiqiiitina s’associen
amb major freqiiencia a la degradacio6 proteosomal, la monoubigqiiitinaci6 podria ser suficient
com a senyal per ’autofagia selectiva (4,5,10). No obstant aix0, la monoubiqiiitinacio
presenta una menor afinitat per la p62, la qual cosa suggereix que altres factors, com
I’oligomeritzacié substrat-receptor, podrien tenir un paper determinant en la degradacio

selectiva de proteines monoubiqiiitinades per autofagia (6).

Estudis recents realitzats amb teixit cerebral han mostrat que la p62 es troba present en unes
estructures cerebrals anomenades cossos amilacis o wasteosomes. Els wasteosomes van ser
descrits per primera vegada al cervell huma per Purkinje i Virchow al segle XIX (11). Es
formen als astrocits, especialment durant I’envelliment, i tendeixen a acumular-se en regions
especifiques en el curs de malalties neurodegeneratives (12) com ara la malaltia d’ Alzheimer
(AD) (13-15), el Parkinson (15) o I’Esclerosi Multiple (16). Atesa la seva ubicacio i
composicid, es considera que la seva funcid principal és actuar com a dipdsit per a

I’eliminaci6 de residus del cervell (12,17).

Els wasteosomes son estructures esfériques de poliglucosa, d’un diametre compres entre 2 i
20 micrometres (18). Estan constituits principalment per hexoses polimeritzades (68,4%),
juntament amb una fraccid proteica (8,1%) i una part de composici6 indefinida (23,5%) (19).
En relacié amb la part proteica, s’ha identificat la preséncia de glucogen sintasa, necessaria
per a la formaciéo de poliglucosa, aixi com d’Ubi i de p62, ambdues vinculades als

2



mecanismes de degradacio i reciclatge de residus (20). També s’ha detectat la preséncia de
neoepitops (NEs), que son epitops formats “de novo” en teixits o estructures que s’han
d’eliminar i que no es troben en teixits sans (21). Els NEs poden ser reconeguts per anticossos
naturals d’immunoglobulina M (IgM) (Figura 1), i la unié de les IgMs als NEs en facilita
I’eliminaci6 (22). L’existéncia de NEs als wasteosomes dificulta 1’analisi detallada de la seva
composicid, ja que molts anticossos comercials utilitzats pel seu estudi presenten
contaminacio per IgMs. Quan aquestes interaccionen amb els NEs, poden generar falsos
positius en les tincions dels cossos (22). A més, els wasteosomes contenen residus procedents
de diferents tipus cel-lulars, com neurones i c¢l-lules glials, 1 d’origen extern, probablement

infeccios (20).

Figura 1: Seccions cerebrals d’un donant amb AD immunomarcades incubant primer les seccions amb plasma
sanguini huma i posteriorment amb un anticos anti-IgM humana conjugat amb el fluorocrom. A les dues imatges
s’hi poden observar els wasteosomes marcats amb fluorescéncia. (20)

Estructuralment, els wasteosomes presenten una organitzacié interna definida. En alguns
casos tenen un nucli central compacte caracteritzat per una elevada concentraci6é d’Ubi, que
podria correspondre a la regid d’acumulacié de substancies de rebuig ubiqiiitinades. Al
voltant d’aquest nucli, s’observa una area periférica rica en glucogen sintasa, p62 i Ubi
(Figura 2). Aquesta zona podria actuar com una regié funcional activa on la p62 facilita la
recollida de residus ubiqiiitinats, mentre que la glucogen sintasa s’encarrega de la seva

encapsulacié mitjancant la formacio del component de poliglucosa (14,20,23).



Figura 2: Doble immunotincié dels wasteosomes. Doble immunotincié amb anti-Ubi (vermell) i p62 (verd)
(d1-d2). Doble immunotincié amb Ubi (vermell) i GS (verd) (el-e2). Doble immunotincié amb GS (verd) i p62
(vermell) (f1-f2). En alguns CA, p62 i GS s6n clarament visibles a la regio periférica (d2, e2 i f2), mentre que
1’Ubi es concentra a la zona central (d2 i e2), tot i que també és present a la periféria. Les imatges reduides que
acompanyen d2, e2 i f2 desglossen els canals de color per separat. Barra d’escala dl, el, fl1: 50um. Barra
d’escala d2, e2, f2: 10pm. (18)

Aquests cossos es formen als astrocits, cel-lules de suport del cervell amb un paper essencial
en ’homeostasi del sistema nervids central (SNC). La formacié d’aquestes estructures €s
especialment freqlient en astrocits situats a les regions perivasculars, periventriculars i
subpials, localitzades en proximitat a les cavitats que contenen o que estan connectades amb
el liquid cefaloraquidi (LCR) (19). Des d’aquestes localitzacions, els astrocits poden alliberar
els wasteosomes cap al LCR (24) i els wasteosomes podrien entrar posteriorment al sistema
limfatic meningi (25). Aquest flux limfatic segueix el trajecte cap als ganglis limfatics
cervicals (26,27) i finalitza als conductes limfatic i toracic dret, on el liquid és finalment
drenat cap a les venes braquiocefaliques. Aixi doncs, els vasos limfatics meningis actuen com
una via d’eliminaci6 de macromolécules 1 dels wasteosomes del cervell mitjangant la

recollida d’aquestes substancies del LCR (Figura 3) (28).

Tal com s’ha comentat anteriorment, els wasteosomes contenen NEs que son reconeguts per
IgM (22). No obstant aix0, aquesta interaccid no pot produir-se dins del cervell, ja que els
wasteosomes soOn estructures intra-astrocitiques i, per tant, es troben envoltades per la
membrana dels astrocits (21,29). A més a més, les [gMs no poden travessar la barrera

hematoencefalica (BHE) (22). Tanmateix, quan els wasteosomes son transportats fins als



ganglis limfatics cervicals, la interaccid esdevé possible, fet que desencadena una resposta

immunitaria, incloent-hi la fagocitosi d’aquestes estructures per part de macrofags (12,30).
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Figura 3: Possible ruta d’eliminacié de residus cerebrals a través dels wasteosomes. El procés s’inicia als
astrocits, que son els productors dels wasteosomes (1). Els wasteosomes s’alliberen al LCR, ja sigui a 1’espai
ventricular, a I’espai subaracnoidal o mitjangant el sistema glimfatic (2a, 2b, 2¢). Des del LCR (3), els cossos
accedeixen als vasos limfatics de les meninges (4) i continuen el seu recorregut (5) fins arribar als ganglis
limfatics cervicals (6). En aquest punt, els macrofags poden fagocitar els CA mitjangant diversos mecanismes

(7). (10)

La integraci6 d’aquests coneixements — incloent-hi la preséncia d’Ubi i p62 en els
wasteosomes, 1’augment de la seva formacié en situacions d’acumulacié de productes de
rebuig i la seva via d’eliminacié — dona suport a la hipotesi que els wasteosomes podrien

actuar com una estratégia complexa per a I’eliminacié de productes de rebuig al cervell.



A més, estudis recents han revelat que els wasteosomes de pacients amb AD presenten
proteina tau a la periféria dels cossos, habitualment localitzada al mateix lloc que la p62, pero
no B-amiloide (31). De manera similar, en la degeneraci6 lobar frontotemporal (FTLD), els
wasteosomes poden contenir tau, TDP-43 o FUS, depenent la proteinopatia del pacient
(Figura 4) (32). Coincidentment, la proteina f-amiloide no s’ ubiqiiitinitza, pero les altres si.
Aix0 suggereix que els wasteosomes podrien tenir una major capacitat per incorporar
proteines ubiqiiitinitzades, possiblement gracies a la preséncia de dominis actius o no saturats

de p62 en aquests cossos.

FTLD-tau (PSP) FTLD-tau (CBD) FTLD-TDP FTLD-FUS

2 +tau

p6

062 + pTDP-43

p62 + FUS

Figura 4: Preséncia de proteines associades a malalties neurodegeneratives en els wasteosomes. Al-a3 (PSP):
Es detecta p62 (verd) i tau a la periféria (vermell, al), perd no pTDP-43 (a2) ni FUS (a3). B1-b3 (CBD): Es
detecta p62 (verd) i tau a la periferia (vermell, b1), perd no pTDP-42 (b2) ni FUS (b3). C1-c3 (FTLD-TDP): Es
detecta p62 (verd) i pTDP-43 a la periféria (vermell, ¢2), perd no tau (c1) ni FUS (c3). D1-d3 (FTLD-FUS): Es
detecta p62 (verd) i FUS al centre d’un wasteosome (vermell, d3), perd no tau (d1) ni pTDP-43 (d2). Barra
d’escala: 10um. Abreviatures: CBD — degeneracio corticobasal; FTLD — degeneraci6 lobar frontotemporal;
PSP — paralisi supranuclear progressiva. (31)



OBJECTIUS/HIPOTESI

La hipotesi de partida del present treball és que els wasteosomes contenen p62 activa que pot

atrapar substancies ubiqiiitinades.

L’objectiu d’aquest treball és demostrar que els wasteosomes poden capturar substancies

ubiqiiitinades.

Per tal d’assolir aquest objectiu, es realitzaran estudis d’unio6 per avaluar la capacitat de 1’Ubi

d’interaccionar especificament amb els wasteosomes.



MATERIAL I METODES

1. Disseny experimental

Els diferents experiments es van realitzar en mostres d hipocamp huma, una regié amb una
alta concentraci6 de wasteosomes, 1 es van basar en teécniques de fluorescéncia i
d’immunofluorescéncia (IF). Es va combinar 1’as d’Ubi marcada fluorescentment, per
permetre’n el seguiment, amb el marcatge de la p62 utilitzant anticossos especifics, per a la

seva deteccid. L’estudi es va dividir en tres fases principals.

En primer lloc, es va fer una incubaci6 durant tota la nit (overnight, ON) a 4°C amb un anticos
primari monoclonal contra la p62 en les mostres d’hipocamp huma. L’endema, les mostres
es van incubar amb un anticos secundari conjugat amb Alexa Fluor 555 (AF555 a-mo-IgG2a)
durant 50 minuts a temperatura ambient. Finalment, es va preparar una solucié d’Ubi
marcada amb fluoresceina (FLR-Ubi) i es va incorporar a la mostra. Després de la incubacio,
i sense fer cap rentat per a mantenir la possible interaccidé no covalent entre la p62 i 1’Ubi, es

van analitzar els resultats mitjangant microscopia de fluorescencia.

Amb I’objectiu d’identificar la metodologia més adequada per estudiar la interaccio de 1’Ubi
amb els wasteosomes dels talls d’hipocamp, es van dur a terme diverses aproximacions
experimentals. Es van dissenyar de manera iterativa i progressiva per ajustar parametres clau
1 optimitzar la deteccid del senyal especific d’unid entre 1’Ubi i els cossos. Per aixo, es van
posar a prova diferents concentracions d’Ubi, es van comparar diferents molécules d’Ubi, es
van assajar diversos temps d’incubacid i es van provar diverses estratégies d’aplicacio i

retirada de compost fluorescent.
2. Mostres d’hipocamp huma

El Banc de Teixits Neurologics del Biobanc - Hospital Clinic - IDIBAPS (Barcelona,
Espanya) va proporcionar seccions d’hipocamp criopreservades post mortem de 6 pm de
gruix procedents de pacients amb malalties neurologiques. Les mostres es van

emmagatzemar a -80 °C fins al moment del seu Us.



La informacié meédica dels donants es recull a la Taula 1. El primer cas correspon a un home
de 94 anys classificat com a control, és a dir, sense diagnostic clinic de malaltia
neurodegenerativa. No obstant aixo, la caracteritzacido neuropatologica post mortem revela
alteracions cerebrals com la preséncia d’AD en un estadi moderat. El segon cas correspon a
una dona de 92 anys amb diagnostic clinic d’AD. L’examen neuropatologic post mortem

confirma la preséncia d’aquesta malaltia.

C . v Diacnosti T
Cas aracterltz‘ac.w 1ag’n(.)st1c Sexe Edat emps post
neuropatologica clinic mortem
1 AD Control Home 94 5:30
2 AD AD Dona 92 7:45

Taula 1: Dades médiques dels donants de les mostres d’hipocamp: numero del cas, caracteritzacio
neuropatologica (post mortem), diagnostic clinic, sexe, edat i temps post mortem (hores:minuts).

En les proves 1, 2 1 4, que s’expliquen més endavant, es va utilitzar el cas 1, i es va analitzar
principalment la regi6 del solc hipocampal. En canvi, als experiments 3 1 5 es va fer servir el

cas 2, del que es va estudiar el solc fimbriodentat.

La recerca ha estat aprovada pel Comite de Bio¢tica de la Universitat de Barcelona, i tots els
experiments amb mostres humanes s’han dut a terme seguint les normatives i directrius

establertes.

3. Metodologia

3.1.IF — Anticossos primaris

Per a la deteccid6 de la proteina p62 en les mostres, es va emprar la tecnica

d’immunofluorescencia utilitzant un anticos primari monoclonal de ratoli contra la p62

(IgG2a anti-p62).

En primer lloc, es va delimitar cada pou amb un retolador hidrofob per evitar la dispersio de
reactius fora de la zona d’analisi. Posteriorment, les mostres criopreservades es van rehidratar
en tamp6 de fosfat sali (Phosphate-Buffered Saline, PBS) durant 5 minuts, assegurant la

recuperacid de I’estat d’hidratacio després del procés de fixacio. Per verificar la morfologia



i condicions inicials de la mostra, es va observar al microscopi utilitzant els canals de

fluorescéncia TRITC 1 FITC, aixi com el de camp clar, amb augments de 10x i 20x.

Seguidament, es va preparar una soluci6é de tamp6 de bloqueig (Blocking Buffer, BB) amb
un 1% d’albiimina sérum bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) en PBS amb 1’objectiu de
reduir la uni6 inespecifica dels anticossos a la mostra. Mitjangant 1’addici6 de Trito X-100 al
BB es va preparar una solucio de BB-Trité X-100 al 0,1%. El Trité X-100 és un detergent no
ionic que permeabilitza les membranes cel-lulars, facilitant I’accés dels anticossos a proteines
intracel-lulars com la p62. Aixi, aquest pas optimitza la deteccid especifica de la proteina
d’inter¢s. Cada pou es va tractar amb 120 pL de BB-Trité al 0,1% durant 20 minuts a
temperatura ambient. Durant aquest periode d’incubacid, es va preparar la solucid de

’anticos primari anti-p62 en BB, a una diluci6 final d’1:250.

Un cop finalitzada la incubacié amb BB-Tritd6 X-100, es van realitzar dues rentades
consecutives amb PBS durant 5 minuts cadascuna per eliminar qualsevol resta de reactius i
reduir possibles unions inespecifiques. Finalment, cada pou es va incubar amb 120 puL de

soluci6 d’anticos primari anti-p62 a 4°C ON.

3.2. IF — Anticossos secundaris

En aquest pas de la metodologia, es va aplicar un anticos secundari especific per tal de
detectar I’anticos primari lligat a les mostres. El primer pas va consistir a preparar la dilucio
de I’anticos secundari (AF555 a-mo-IgG2a) en BB (BB; PBS-BSA 1%) a una proporcid
d’1:250. Es important treballar amb concentracions adequades per assegurar una cobertura
suficient sense provocar una saturaci6 de la mostra, la qual cosa podria generar soroll de fons

i dificultar la interpretacio dels resultats.

A continuacio, les mostres es van rentar amb PBS i es van incubar amb 120 pL/pou de la
soluci6 diluida d’anticos secundari durant 50 minuts a temperatura ambient. Durant aquest
temps, 1’anticds secundari marcat amb el fluorocrom AF555 s'uneix especificament a
I’anticos primari present a la mostra, cosa que permet la seva deteccid i visualitzacié amb
microscopia de fluorescéncia. Passat el temps d’incubacid, les mostres es van rentar

novament amb PBS.
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Finalment, es van capturar imatges utilitzant un microscopi de fluorescéncia. Es van fer servir
els canals TRITC i FITC, que permeten detectar 1’emissio de llum en diferents longituds
d’ona per identificar la fluorescencia corresponent al fluorocrom AF555 i a la fluoresceina.
Per evitar la deshidratacié de les mostres, es va fer ’observacié amb una gota de PBS sobre

els pous.

3.3.Incorporacié de 1’Ubi

El procediment general d’aquesta etapa va consistir en la preparacioé d’una dissoluci6é d’Ubi
en PBS a la concentracid corresponent. Cal destacar que, en cap cas, I’Ubi es va sotmetre a
agitaci6 amb vortex per preservar la integritat estructural de la proteina. A continuacio, es va
retirar la gota de PBS preéviament dipositada sobre la mostra, i es van aplicar 120 pL de la
dissolucié d’Ubi preparada sobre el tall d’hipocamp. Es va deixar incubar durant un periode
de temps determinat per afavorir la interaccié amb els wasteosomes. Un cop finalitzat el
temps d’incubacio, la dissoluci6 es va retirar per capil-laritat. Finalment, la mostra es va
examinar mitjangcant microscopia de fluorescéncia, prenent imatges en diferents punts

temporals per analitzar ’evolucid de la senyal fluorescent.

Es van realitzar cinc assajos independents perd complementaris que van permetre
caracteritzar de manera progressiva el comportament d’uni6 tant de la mono com de la tetra-
Ubi als wasteosomes. Els assajos van incloure tant estudis de col-localitzacié com analisis
de la dinamica temporal de la interaccid, oferint una visié més completa de la capacitat de

reconeixement d’aquestes formes d’Ubi.

3.4.0bservacio 1 analisi de mostres

Per a I’estudi de les mostres, es va utilitzar un microscopi optic i de fluorescéncia BX41
(Olympus, Alemanya). Les imatges es van obtenir amb el programa CellB (Olympus) i es
van emmagatzemar en format TIFF per garantir-ne la qualitat i la compatibilitat amb el

processament posterior.

Totes les imatges es van obtenir amb el mateix microscopi i amb ajustaments constants de
llum o laser, aixi com configuracions idéntiques del programari CellB, assegurant la

comparabilitat de les mostres.
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Un cop adquirides les imatges, es van processar amb 1’aplicacié ImageJ (National Insitute of
Health, USA). Es van realitzar ajustos en I’equilibri de colors per millorar-ne la visualitzacid,
aplicant el mateix tractament sempre a totes les fotografies. Finalment, es van fusionar les

imatges corresponents per observar si hi havia col-locacid entre la fluorescéncia de la p62 i

de I’Ubi.
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RESULTATS

1. Prova 1: Estudi preliminar de la unié de mono-Ubi als wasteosomes

L’objectiu inicial d’aquest experiment va ser avaluar la capacitat de la mono-Ubi per unir-se

als wasteosomes, considerant que aquests contenen la p62.

Per comprovar-ho, es va incubar un tall d’hipocamp amb una dissolucié de mono-Ubi
marcada amb fluoresceina (FLR-mono-Ubi) en PBS a una concentracio de 6,34-107° M
(corresponent a 8,88-107!% mols en 140 pL). Aquesta concentracio es va determinar a partir
de la revisio d’articles préviament publicats que feien s del mateix reactiu (33), aixi com

d’assajos preliminars realitzats pel grup de recerca on s’ha desenvolupat aquest treball.

Es va capturar una imatge abans de la incubacié amb Ubi (0 min), i després, el tall es va
incubar durant 5 minuts a temperatura ambient. Un cop finalitzat el periode, la dissoluci6 de
FLR-mono-Ubi es va retirar per capil-laritat. A continuacid, es va procedir a 1’observacio

mitjangant microscopia de fluorescéncia, capturant imatges al minut 15.

Les imatges obtingudes (Figura 5) mostren abséncia de fluorescéncia en el temps 0, mentre
que al cap de 15 minuts es detecta clarament marcatge fluorescent, suggerint que la FLR-

mono-Ubi (verd) s’uneix de manera especifica als wasteosomes.

Figura 5: Imatges representatives del solc hipocampal que mostren la uni6 de la mono-Ubi als wasteosomes.
La imatge “0 min” correspon al moment previ a I’aplicacié de la soluciéo d’Ubi, i mostra absencia de senyal
fluorescent. La imatge “15 min™ ha estat capturada 15 minuts després de la retirada de la solucié d’Ubi (després
d’una incubacié de 5 minuts) i mostra senyal de fluorescéncia verda, indicativa de la uni6 de 1’Ubi als
wasteosomes.
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2. Prova 2: Estudi de la col-localitzaci6é entre mono-Ubi i p62

La segona prova tenia com a finalitat determinar si la mono-Ubi mostrava una distribucio

similar a la p62 en els wasteosomes.

Amb aquest objectiu, es va marcar un tall d’hipocamp amb un anticos primari especific contra
p62. Posteriorment, i després d’una incubacidé ON, es va aplicar un anticos secundari
fluorescent dirigit contra I’anticds primari. En acabar el periode d’incubacié de 50 minuts, es
va prendre una imatge (temps 0) i es va afegir a la mostra una dissoluci6 al 7,62-107¢ M
(9,22:107' mols en 140 pL) de FLR-mono-Ubi en PBS. Es va deixar actuar durant 5 minuts
1, un cop transcorregut aquest temps, la dissolucio es va retirar per capil-laritat. Es va capturar

una nova imatge al microscopi de fluorescéncia als 15 minuts.

La imatge feta al temps 0 de la Figura 6 mostra el moment inicial, abans de 1’addici6 de 1’Ubi,
per la qual cosa només s’hi observa la fluorescéncia associada a la p62 (vermella). Ara bé,
en la imatge corresponent als 15 minuts s’hi observa superposicié entre el senyal de p62
(vermell) i FLR-mono-Ubi (verd), evidenciant la col-localitzaci6 entre les dues proteines. A
més, es pot afirmar que D’anticos anti-p62 no interfereix en aquesta unio, sind que
probablement reconeix un epitop diferent del lloc de fixacié de la mono-Ubi, en el cas que

aquesta s’uneixi a la p62.

Figura 6: Imatges representatives del solc hipocampal que il-lustren la interacci6 entre la mono-Ubi i els
wasteosomes marcats amb p62. La imatge corresponent a "0 min" reflecteix el moment inicial, abans de
I’aplicacié de la solucié d’Ubi, on s’observa només fluorescéncia vermella associada a la p62, sense preséncia
de senyal verda. En canvi, la imatge de "15 min", capturada quinze minuts després de retirar la solucié d’Ubi
(després d’una incubaci6 previa de 5 minuts), mostra la superposicié de les fluorescéncies verda (Ubi) i vermella
(p62), evidenciant la col-localitzaci6 entre ambdues proteines.
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3. Prova 3: Determinaci6 temporal de la unié entre mono-Ubi i els wasteosomes

A partir dels resultats obtinguts, es va dissenyar un tercer experiment amb |’objectiu
d’estudiar I’evolucié temporal de la uni6 entre mono-Ubi i els wasteosomes. Per tal
d’aconseguir-ho, es va seguir el mateix protocol que a la prova 2, perd amb la particularitat
que, un cop retirada la dissoluci6 de FLR-mono-Ubi i PBS, es van capturar imatges al

microscopi cada minut per monitorar 1’aparicié de la fluorescéncia.

En aquest cas, es va utilitzar un nou lot de FLR-mono-Ubi, fet que va requerir un ajust de
concentracio. Després de diverses proves, es va determinar que calia duplicar la concentracio
emprada anteriorment. Aixi doncs, es va preparar una dissolucié d’1,64-10~° mols de FLR-

mono-Ubi per cada litre de PBS (18,4-101° mols en 112 pL).

La Figura 7 mostra la seqiiéncia d’imatges obtingudes. La primera imatge, indicada com a
“Previ”, es va capturar abans d’afegir 1’Ubi per confirmar que el marcatge amb p62 s havia
fet correctament. La imatge corresponent al “0 min” es va obtenir al moment immediat
posterior a I’addici¢ i retirada d’excés de la dissolucio d’Ubi fluorescent. A partir d’aquest
moment, es van capturar imatges cada minut per seguir 1’evolucié de la fluorescéncia.
S’observa una disminuci6 rapida de fluorescencia inespecifica i una intensificaci6 del senyal
fluorescent verd en llocs especifics a partir del minut 4, fet que indica I’inici de la uni6 entre

la mono-Ubi marcada amb verd i els wasteosomes marcats amb p62 de color vermell.

15



Previ

Sense Ubi

Figura 7: Seguiment temporal de la interaccié entre mono-Ubi (verd) i els wasteosomes marcats amb p62
(vermell) al solc fimbriodentat. La imatge “Previ” mostra 1’estat abans de 1’addici6 de 1’Ubi fluorescent, i revela
el marcatge previ amb p62 en color vermell. La imatge “O min” correspon al moment immediat posterior a
I’addici6 i retirada d’excés de la dissolucié d’Ubi fluorescent sobre el tall. A partir d’aquest moment, es van
capturar imatges cada minut per monitorar 1’evolucié de la fluorescéncia verda associada a la mono-Ubi,
representades a I’esquema amb la seva respectiva marca temporal. A partir del minut 4, s’observa una
disminucio rapida de fluorescencia inespecifica i una intensificacié del senyal fluorescent verd en llocs
especifics, observant-se especialment la uni¢ entre la mono-Ubi (verd) i els wasteosomes marcats amb p62
(vermell).

Tot i que la Figura 7 mostra la progressio del senyal fluorescent verd de I’Ubi en una mateixa
regiod de I’hipocamp fins al minut 7, les observacions es van prolongar més enlla d’aquest
temps. No obstant aix0, no es va detectar cap augment rellevant en la intensitat del senyal,
fet que va motivar ’exploracio d’altres arees del tall d’hipocamp. Es van obtenir noves

imatges a diferents augments (10x, 20x i 40x), que es presenten a la Figura 8.

Aquestes imatges evidencien la col-localitzacié entre la p62 i ’Ubi en les estructures
destacades amb fletxes, que corresponen als wasteosomes. La col-localitzaci6 és visualment

detectable pel senyal de color groguenc, resultat de la superposicié de la fluorescéncia
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vermella (p62) i la verda (Ubi). Aquest patré de solapament refor¢a la hipotesi d’una

interaccid entre ambdues proteines dins els wasteosomes.

Figura 8: Imatges capturades als 20
minuts (10x), 23 minuts (20x) i 28
minuts (40x) després de retirar la
dissolucio de mono-Ubi. Mostren la
col-localitzacié periferica entre la
p62 (fluorescéncia vermella) i la
mono-Ubi  (fluorescéncia  verda),
evidenciada per la preséncia d’un
senyal groc degut a la superposicio
de les dues fluorescéncies. Les
fletxes indiquen els wasteosomes que
mostren de manera més clara aquesta
col-localitzaci6. A la part lateral es
mostren les imatges dels canals de
fluorescencia per separat, amb la p62
en vermell i I’Ubi en verd.

4. Prova 4: Estudi de la col-localitzacio6 entre tetra-Ubi i p62

Per tal de determinar si els wasteosomes son capacos de capturar estructures més complexes,

es va plantejar una quarta prova utilitzant tetra-Ubi. Aquesta molécula pot considerar-se una

forma ubigqiiitinada d’Ubi 1, per tant, representa un model més realista per a estudiar substrats

ubiqiiitinats reals.
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Ates que en les proves anteriors ’anticos anti-p62 no havia interferit en la unio6 entre la mono-
Ubi i la p62, es va assumir que tampoc ho faria amb la tetra-Ubi. Aixi doncs, es va seguir un
protocol similar al de la prova 2: marcatge amb anticos primari anti-p62, incubacido ON i
aplicacid posterior d’un anticos secundari fluorescent. Seguidament, la mostra es va incubar
amb una dissolucié de FLR-tetra-Ubi en PBS a una concentracid d’1,98-107° M (2,4-101°
mols en 121 pl). Aquesta concentraci6 es va escollir com equivalent funcional a la usada en
els primers experiments amb mono-Ubi, amb ajustos per facilitar la preparacié de la
dissolucid. Igual que a la prova 2, es va capturar una imatge en el temps 0 abans d’afegir
I’Ubi. A continuacid, es va incubar la dissolucié d’Ubi durant 5 minuts, es va retirar la gota

per capil-laritat i, passats 15 minuts més, es va capturar una nova imatge.

La imatge “0 min” de la Figura 9 mostra els wasteosomes de color vermell pel seu marcatge
amb p62, perd no hi ha fluorescéncia verda perque correspon al moment abans de 1’aplicacio
de la solucio d’Ubi. En canvi, la imatge presa als 15 minuts, és a dir, just després de retirar
la soluci6 d’Ubi passat el periode d’incubacio, evidencia la col-localitzaci6 entre la tetra-Ubi
(verd) i la p62 (vermell), ja que s’hi pot observar la superposicio de les dues fluorescencies.
Aix0 confirma que els wasteosomes tenen la capacitat de captar proteines ubiqiiitinades i

corrobora que I’anticos anti-p62 tampoc interfereix en aquesta interaccio.

Figura 9: Imatges representatives del solc hipocampal que mostren la interaccié entre la tetra-Ubi i els
wasteosomes marcats amb p62. La imatge “0 min” es correspon amb el temps inicial, abans de 1’aplicacio de
la solucié d’Ubi de manera que no es veu fluorescéncia verda, pero si fluorescéncia vermella associada a la p62.
La imatge “15 min” va ser obtinguda 15 minuts després de retirar la solucié d’Ubi (després d’una incubaci6 de
5 minuts) i revela la superposicio entre la fluorescéncia vermella de la p62 i la verda de 1’Ubi, indicant la
col-localitzacio i d’aquestes dues proteines.
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5. Prova 5: Determinaci6 temporal de la unié entre tetra-Ubi i els wasteosomes

Per completar 1’estudi, es va dur a terme un darrer experiment amb 1’objectiu d’estudiar la
cinética d’uni6 entre la tetra-Ubi i els wasteosomes. El disseny experimental es va basar en
el de la prova 3 de mono-Ubi: marcatge amb anticossos primari i secundari, aplicacié d’una
dissolucio de FLR-tetra-Ubi en PBS a 1’1,98:107° M (corresponent a 2,4-1071° mols en 121
uL), incubacid durant 5 minuts i retirada de la dissoluci6 per capil-laritat. Posteriorment, es

van capturar imatges consecutives cada minut per observar 1’evolucié del marcatge.

Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 10. La imatge “Previ” correspon a I’estat
anterior al tractament amb tetra-Ubi i, per aquest motiu, només s’hi observa el senyal
fluorescent de la p62, de color vermell. La imatge “0 min” es va capturar immediatament
després de retirar I’excés de solucid de tetra-Ubi fluorescent. Gracies al seguiment temporal
realitzat a partir d’aquest moment, s’observa que, a partir del minut 4, el marcatge fluorescent
comenca a mostrar més especificitat. Aquest comportament indica que la cinética d’uni6

entre la tetra-Ubi 1 els wasteosomes €és similar a 1’observada amb la mono-Ubi.
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Figura 10: Seguiment temporal de la interaccio entre tetra-Ubi (verd) i els wasteosomes marcats amb p62
(vermell) al solc fimbriodentat. La imatge “Previ” mostra I’estat abans del tractament amb Ubi fluorescent, amb
senyal fluorescent exclusiu de p62 en vermell. La imatge “0 min” correspon al moment immediat posterior a
I’addici6 i retirada d’excés de la dissolucié d’Ubi fluorescent sobre el tall. A partir d’aquest moment, es van
registrar imatges amb una freqiiéncia d’un minut, representades en 1’esquema amb la seva marca temporal
corresponent. A partir del minut 4, es detecta una disminucié rapida de fluorescéncia inespecifica i una
intensificacio del senyal fluorescent verd en llocs especifics, indicant I’inici de la uni6 entre tetra-Ubi i els
wasteosomes.

Tal com passava amb la mono-Ubi, no es va percebre cap augment addicional en la intensitat
de la fluorescencia, tot i haver mantingut I’observacidé durant 30 minuts més. Per aquest
motiu, es van explorar altres regions de 1’hipocamp, representades a la Figura 11. Aquest
esquema mostra imatges preses amb objectius de 10x, 20x i 40x, i posa de manifest la
col-localitzaci6 entre les proteines, evidenciada per la superposicid del senyal verd (Ubi) i

vermell (p62), que dona lloc a un senyal de color groc.
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Figura 11: Imatges preses als 20, 23 i 28 minuts després de la retirada de la dissoluci6 de tetra-Ubi, a augments
10x, 20x i 40x respectivament. S’hi observa la col-localitzacio entre la p62 (senyal vermella) i la tetra-Ubi
(senyal verda), visible com una fluorescéncia groguenca resultant de la superposicié dels 2 canals. Les fletxes
assenyalen els wasteosomes on aquesta col-localitzacié és més evident. Al costat de cada imatge principal es
presenten els canals individuals, mostrant per separat la distribuci6 de la p62 i de la tetra-Ubi
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DISCUSSIO

Els resultats obtinguts en el treball confirmen de manera clara que tant la mono-Ubi com la
tetra-Ubi s’uneixen especificament als wasteosomes, fet que posa de manifest la seva
capacitat activa de captar molécules ubiqiiitinades i la seva possible implicacio en processos
relacionats amb la degradacio proteica. En particular, 1’us de tetra-Ubi reforca la hipotesi que
aquestes estructures poden reconeixer formes més complexes d’ubiqiiitinaci6. Aixi, els
wasteosomes es podrien considerar compartiments cel-lulars amb una funci6 especialitzada
de captacio 1 segregacid de substancies marcades per a la degradacio, probablement

mitjangant mecanismes mediatitzats per la proteina p62.

L’estructura molecular dels wasteosomes, caracteritzada per una xarxa de p62 capag¢ de
recongixer i unir proteines ubiqiiitinades, combinada amb la preséncia de glucogen sintasa
que podria facilitar-ne ’encapsulacié mitjancant la formacidé de polimers de glucosa,
suggereix un mecanisme alternatiu i potencialment efica¢ pel manteniment de I’homeostasi
proteica. Aquesta funci6 podria actuar com a via complementaria als sistemes convencionals
de degradacio com el sistema ubiqiiitina-proteosoma 1 1’autofagia classica. En situacions de
disfunci6 d’aquests sistemes, els wasteosomes podrien representar una estratégia cel-lular

alternativa per a la degradacié de substancies de rebuig.

La seva capacitat integradora es veu refor¢ada per estudis previs que han identificat, dins dels
wasteosomes, proteines associades a patologies neurodegeneratives com la tau, la TDP-43 o
la FUS (31,32). Totes elles son proteines que poden ser ubiqiiitinades i que estan implicades
en malalties com 1’Alzheimer, la degeneracid lobar frontotemporal o I’esclerosi lateral
amiotrofica, respectivament. En canvi, la f-amiloide, que no presenta una unié coneguda
amb 1’Ubi, 1 és degradada per mecanismes no dependents d’Ubi, probablement no pot ser
reconeguda ni integrada pels wasteosomes, fet que suggereix una certa especificitat en el
mecanisme de captacid. En aquest context, es pot hipotetitzar que altres proteines com 1’a-
sinucleina, implicada en malalties com el Parkinson o la deméncia per cossos de Lewy, també
podrien ser captades pels cossos si es troben ubiqiiitinades. Si es confirmés que els

wasteosomes poden captar 1 retenir aquest tipus de proteines patologiques, aixo reforcaria la
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seva possible funci6 neuroprotectora com a sistemes alternatius de contenci6 i eliminacio de

proteines toxiques.

Tot i els resultats prometedors obtinguts, I’estudi presenta algunes limitacions que cal tenir
en compte: el nombre reduit de mostres, limitat a dos pacients, i 1’s exclusiu de técniques
d’immunofluoresceéncia fan necessaria la validacié dels resultats mitjangant altres
aproximacions experimentals. Una possible estratégia futura seria la inhibici6 funcional de
la p62 per comprovar si aquesta proteina és realment essencial en la captacié de I’Ubi per
part dels wasteosomes. Si, malgrat la inhibici6, la uni6 es mantingués, es podria plantejar que
I’Ubi interacciona directament amb el poliglucosa dels cossos a través de mecanismes
alternatius, com ara el complex LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex) (34),

conegut per formar cadenes d’Ubi en altres contextos cel-lulars.

En relaci6 amb aixd, una linia de recerca rellevant seria aclarir si la captacio de proteines
ubiqiiitinades dins dels wasteosomes depén de la seva uni6 a la p62. Tot i que la preséncia
de proteines com tau, TDP-43 i FUS dins dels wasteosomes ja ha estat descrita (31,32),
encara no s’ha determinat si la captacié es deu a la seva ubiqiiitinacio i a la interaccio
posterior amb la p62. Per abordar aquesta qiiestio, es podrien dur a terme experiments on es
marquessin les proteines especificament amb Ubi, per després analitzar-ne la col-localitzacid
amb p62 dins dels wasteosomes mitjancgant tecniques d’immunofluorescéncia multiple. Aixo
permetria confirmar si la interaccié p62—Ubi és el mecanisme central d’integracio d’aquestes

proteines patologiques.

Una via experimental complementaria podria consistir a analitzar I’afinitat diferencial dels
wasteosomes per la mono i la tetra-Ubi. Per fer-ho, es podria aplicar un disseny experimental
seqiiencial utilitzant mono-Ubi marcada amb AF647 (vermell) i tetra-Ubi amb fluoresceina
(verd). L’experiment consistiria a incubar un tall d’hipocamp primer amb una de les dues
formes d’Ubi i després amb 1’altra, invertint ’ordre en un segon tall, per tal d’avaluar la
intensitat i la superposicio del senyal fluorescent. Si, per exemple, la captacio de tetra-Ubi es
reduis quan s’aplica després de la mono-Ubi, podria indicar una major afinitat per aquesta
darrera, 1 viceversa. Aquest tipus d’experiments podrien aportar dades quantitatives sobre les

preferéncies de captacio dels wasteosomes.
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En paral-lel, seria pertinent investigar si els wasteosomes tenen la capacitat de retenir 1’Ubi
un cop captada o si la uni6 és transitoria. En I’estudi, s’ha observat que el senyal fluorescent
desapareixia al cap de 24 hores, fins i tot sota diferents condicions de fixacio (PFA 4%,
DMSO 5%, glutaraldehid 2,5%) i conservacid. La perdua de senyal podria deure’s a una unié
feble o reversible, o bé a un fenomen tecnic com el fotobleiximent del fluorofor. Es planteja
aixi una nova linia de recerca centrada en 1’estabilitat de la interaccid entre 1’Ubi i els

wasteosomes i, per tant, a la seva funcionalitat real in vivo.

Finalment, seria especialment rellevant estudiar si els wasteosomes presents en el LCR liures
del parénquima cerebral conserven la seva capacitat funcional. Aillar-los i analitzar in vitro
la seva interaccié amb Ubi i molécules ubiqiiitinades determinaria si la seva capacitat de

captacid es manté fora del cervell o si queda compromesa.

En conjunt, aquestes linies d’estudi futures podrien aportar una comprensiéo més profunda
del comportament dels wasteosomes, del seu paper en la degradacio alternativa de proteines

ubigqiiitinades i de la seva possible funcio protectora en el cervell envellit o patologic.

24



CONCLUSIONS

A partir dels resultats del present treball, se n’extreuen les segiients conclusions:

1. Els wasteosomes tenen la capacitat de captar tant mono com tetra-Ubi lliures, fet que
valida la hipotesi inicial sobre el seu paper en la captacid de substancies

ubiqiiitinades.

2. La interaccié de les dues formes ubiqiiitinades i els wasteosomes es localitza
predominantment en la regid periférica dels wasteosomes, coincidint amb la

localitzaci6 de la p62. Aix0 fa pensar que aquesta proteina intervé en la interaccio.

3. La interacci6 entre els wasteosomes i les formes ubiqiiitinades es produeix amb una

cinética similar per la mono-Ubi i la tetra-Ubi.

4. La capacitat dels wasteosomes per captar proteines ubiqiiitinades reforca el seu paper
com a estructures actives en el sistema de neteja cerebral, suggerint una funcio
complementaria als mecanismes classics de degradacio cel-lular, com I’autofagia i el

proteosoma, i un possible paper neuroprotector.

D’acord amb els resultats obtinguts, es proposa que futurs estudis aprofundeixin en la
capacitat dels wasteosomes per captar proteines ubiqiiitinades implicades en patologies
neurodegeneratives, com la proteina tau en 1’Alzheimer o en alguns tipus de degeneracid
lobar frontotemporal, i la TDP-43 en I’esclerosi lateral amiotrofica i variants de degeneracio
lobar frontotemporal. Aixi mateix, es considera rellevant estudiar si la p62 és indispensable
per la captaci6 d’Ubi, mitjangant técniques complementaries, i es proposa explorar la

funcionalitat dels wasteosomes presents al LCR.
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