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RESUMEN

El equilibrio de la homeostasis de proteinas es esencial para asegurar la
funcionalidad celular. Diferentes procesos celulares controlan el correcto
plegamiento de las proteinas y su eliminacién, en caso de que asi se requiera,
para mantener la proteostasis celular. La expresion de proteinas propensas a
plegarse mal, y que por ello tienden a colapsar entre ellas, induce la formacion
de agregados toxicos. La presencia de estos agregados altera el correcto
funcionamiento de estos sistemas de control, lo que conduce a un desequilibrio
de la homeostasis de proteinas, y por consiguiente a una afectacion patoldgica.
Varias enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Huntington
(EH), Parkinson, Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotrofica, entre otras, tienen
en comun esta marca patoldgica molecular a pesar de su origen molecular
diferencial. Especialmente, la EH pertenece a un grupo de patologias
producidas por proteinas que contienen expansiones de poliQs, que hacen que
estos péptidos sean propensos a la agregacion, y causen los problemas que
hemos descrito. Ademas de la EH, se incluyen varias ataxias espinocerebelosas
1,2,3,6,7y 17, la atrofia muscular bulbar y espinal y la atrofia dentatorubro-
palidoluisiana. Estas nueve patologias son promovidas por largas expansiones
CAG en regiones codificantes de cada gen causante de la enfermedad. A pesar
de que estas enfermedades son genéticas, y se conoce su causa molecular, se
cree que la presencia de variantes alélicas en otros genes modificadores puede
exacerbar o ralentizar la agregacion de proteinas con poliQs. Por tanto, la
identificaciéon de estos genes permitira profundizar en los mecanismos
moduladores de la dindmica de agregacion de poliQs. Pero, ademads, cuando
estos modificadores son proteinas cuya actividad es modulable por farmacos,

nos permite encontrar dianas terapéuticas frente a la toxicidad de poliQs.

Ademas de las proteinas con poliQs, también es ampliamente conocido que el
ARN que las codifica tiene cardcter patogénico. Por tanto, es importante
considerar esta fuente de toxicidad para desarrollar estrategias mas focalizadas
y especificas. En este trabajo hemos desarrollado modelos, empleando
Caenorhabditis elegans, en los que existe estrés inducido por transcritos que
contienen CAG expandidos, en células musculares y en dos tipos neuronales

diferentes. Estos modelos muestran signos indirectos de que estan expresando
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transcritos patogénicos, puesto que los tejidos diana revelan una funcionalidad
alterada. Usamos uno de estos modelos, que perturba la funcién de las
neuronas GABAérgicas del gusano, para realizar un cribado de 85 compuestos
farmacologicos, que nos llevé a identificar cuatro compuestos que reducian los
defectos motores en estos animales. Ademas de poliQs y ARN que contiene
expansiones CAG esta reconocido, en este tipo de patologias, que se producen
péptidos derivados de una traduccion no candnica, conocida como traduccion
RAN (del inglés Repeat Associated Non-ATG translation). En relacién a esto,
hemos profundizado en la identificacion y modelizacion de estos péptidos en C.
elegans mediante la expresion constitutiva y especifica de tejido, de expansiones

CAG fusionadas a proteinas fluorescentes para su deteccion in vivo.

Ademas de generar modelos en C. elegans, para estudiar la toxicidad del ARN
con expansiones de CAG, hemos empleado modelos desarrollados por otros
autores, para caracterizar potenciales dianas terapéuticas, como AMPK.
Recientemente, se ha publicado que el enzima AMPK tiene un papel protector
frente a la toxicidad por poliQs. Respecto a esto, es especialmente tutil que
AMPK sea susceptible de ser activado por varios fdrmacos. Se sabe que esta
enzima puede ser activada de forma sinérgica empleando mas de un activador
a la vez. Sin embargo, algunas sustancias activadoras, como la metformina o el
salicilato, son sustancias pleiotrdpicas, pudiendo activar dianas no deseadas.
Por tanto, en el segundo capitulo de esta tesis hemos caracterizado la activacién
de AMPK, mediante metformina y salicilato, para reducir el estrés por
agregados de poliQs. Con este abordaje conseguimos activar AMPK,
empleando cantidades muy pequefias de ambos farmacos, con lo que
podriamos evitar que otras dianas resulten activadas y que produzcan efectos
adversos. También diseccionamos el papel de las subunidades de AMPK que
resultan esenciales en esta activacion. Por ultimo, hemos demostrado que este
tratamiento sinérgico podria ser empleado para reducir la toxicidad inducida
por otras proteinas toxicas, como la a-sinucleina implicada en la enfermedad de

Parkinson.

Por otro lado, hemos caracterizado en C. elegans un nuevo modulador de la
agregacion de poliQs, obtenido mediante un cribado de genes por mutagénesis
quimica al azar. Se trata de la variante alélica vlt10, en el gen unc-1, que produce
un codon de parada prematuro, y que genera un aumento de agregacion de

poliQs musculares. UNC-1 modula la sinapsis eléctrica en C. elegans, y por tanto
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la falta de funcién de unc-1 produce disrupcién sindptica, que a su vez induce
descoordinaciéon motora de los animales. Nuestros resultados sugieren que la
mutacion wunc-1(vlt10) perturba la sinapsis eléctrica entre las neuronas
sensoriales IL2 y AS], induciendo un exceso de sefializacién hormonal que
requiere la funcion de la sulfotransferasa SSU-1, cuya expresion estd confinada
a ASJ. Ademas, hemos confirmado que la sefial hormonal requiere la funcién de
las arilsulfatasas SUL-2 y SUL-3, para producir el fenotipo de agregacion
potenciada. También hemos demostrado que la diana de esta sefial es un
receptor nuclear llamado NHR-1. En este mismo capitulo, hemos identificado
otra ruta de sefializacién hormonal, mediada por otro receptor nuclear (DAF-
12), que tiene un papel protector, o lo que es lo mismo, antagoniza a NRH-1
para modular la agregacién de poliQs. Hemos confirmado que estas rutas
mantienen una comunicacion cruzada, puesto que la supresion de nhr-1

restaura los defectos de los mutantes daf-12.

Se desconoce qué hormona modula la actividad de NHR-1. Sin embargo es
posible conocer los genes que regula este receptor nuclear. Para ello hemos
analizado el transcriptoma de gusanos que portan mutaciones en unc-1y nhr-1.
La supresion de nhr-1 sobre un fondo genético mutante unc-1 restaura la
expresion de algunos de estos genes, implicados en el metabolismo de las
grasas (entre muchas otras cosas), lo cual sugiere que NHR-1 podria estar
reprimiéndolos. Estos resultados han sido confirmados con estudios de
lipidémica donde hemos identificado un perfil lipidico que refleja distinta
abundancia de especies grasas, en estos mutantes. Hemos observado que la
disrupcion de unc-1 induce la acumulacién de lipidos en los gusanos, pero a la
vez estos animales contienen menos acidos grasos totales (monoinsaturados,
poliinsaturados y saturados). Ademads, cuando incubamos a los gusanos con
poliQs con acido oleico, que estd en torno a un 40% reducido en los mutantes
unc-1, este lipido induce una reduccion de cuerpos de inclusion. Esto sugiere
que las grasas juegan un papel fundamental en la modulacién de la agregacién
de poliQs, y quizas sefiala posibles dianas terapéuticas contra enfermedades

causadas por proteinas propensas a la agregacion.

En conjunto, nuestros resultados sugieren nuevas estrategias terapéuticas e
identifican nuevas dianas, facilmente modulables mediante farmacos, para
paliar el estrés asociado a ARNs que contienen expansiones de repeticiones

CAG y a proteinas con propension a la agregacion.
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Abstract

ABSTRACT

The balance of protein homeostasis is essential to ensure cellular functionality.
Different cellular processes control the correct folding of proteins, and their
elimination when required, to maintain cellular proteostasis. The expression of
proteins that are prone to misfolding, and therefore tend to collapse between
them, induces the formation of toxic aggregates. The presence of these
aggregates alters the correct functioning of these control systems, which leads
to an imbalance in protein homeostasis and pathological consequences. Several
neurodegenerative diseases, such as Huntington disease (HD), Parkinson,
Alzheimer, Amyotrophic Lateral Sclerosis, among others, have this molecular
pathological mark in common despite its differential molecular origin. HD
belongs to a group of pathologies produced by proteins that contain expansions
of polyglutamines (polyQs), which make these peptides prone to aggregation,
and cause the problems described above. In addition to HD, several
spinocerebellar ataxias (1, 2, 3, 6, 7 and 17), bulbar and spinal muscular atrophy
and the dentatorubral-pallidoluysian atrophy, are part of this family of
diseases. These pathologies are promoted by long CAG expansions in coding
regions of genes causing the disease. Although these diseases are genetic, and
their molecular cause is known, it is believed that the presence of allelic variants
in other modifier genes can exacerbate or slow the aggregation of proteins with
polyQs. Therefore, the identification of these genes will allow delving into the
modulating mechanisms of the polyQ aggregation dynamics. But also, when
these modifiers are proteins whose activity is modulated by drugs, it allows us

to find therapeutic targets against  the polyQ toxicity.

In addition to proteins with polyQs, it is also widely known that the RNA that
encodes them is pathogenic. Therefore, it is important to consider this source of
toxicity to develop more targeted and specific strategies. In this work we have
developed models, using Caenorhabditis elegans, in which stress is produced by
transcripts containing expanded CAG, in muscle cells and two different
neuronal types. These models showed indirect signs of pathogenic transcript
expression since altered functionality was observed in muscular and neuronal
tissues. The use of these models, which disturbs the function of the worm's

GABAergic neurons, has been used to screen for pharmacological compounds,
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which led us to identify four compounds that reduced motor defects in these

animals.

In addition to polyQs and RNA that contain CAG expansions, it is well known
that this type of pathology produces peptides derived from a non-canonical
translation, known as RAN translation (Repeat Associated Non-ATG
translation). In this regard, we have delved into the identification and
modelling of these peptides in C. elegans through the constitutive and tissue-
specific expression of CAG expansions fused to fluorescent proteins to

investigate them in vivo.

In addition to generating models in C. elegans, to study RNA toxicity with CAG
expansions, we have used models previously generated by other authors to
characterize potential therapeutic targets, such as AMPK. Recently, it has been
reported that the AMPK enzyme has a protective role against polyQ toxicity. In
this regard, it is especially useful that AMPK is susceptible to being activated by
various drugs. Also, AMPK can be activated synergistically using more than
one activator at the same time. However, some activators, such as metformin or
salicylate, are pleiotropic substances and can activate unwanted targets.
Therefore, in the second chapter of this thesis, we have characterised the
activation of AMPK, using metformin and salicylate, to reduce the stress
induced by polyQ aggregates. With this approach, we are able to activate
AMPK, using small amounts of both drugs, thereby perhaps preventing
possible unwanted targets from being activated. We also dissect the role of
some AMPK subunits that are essential in this activation. And finally, we have
shown that this synergistic treatment could be used to reduce other sources of
toxicity induced by other toxic proteins, such as a-synuclein, which is involved

in Parkinson disease.

On the other hand, we have characterised a new modulator of polyQ
aggregation, obtained through gene screening, using random chemical
mutagenesis. The allelic variant vit10, in the unc-1 gene, produces a premature
stop codon, which generates increased aggregation of muscle polyQs. UNC-1
modulates the electrical synapse in C. elegans, and therefore the lack of function
of unc-1 produces synaptic disruption, which in turn induces motor
uncoordination of the animals. Our results suggest that the wunc-1(vit10)

mutation disturbs the electrical synapse between sensory neurons IL2 and AS]J,
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inducing an excess of hormonal signalling that requires the function of the
sulfotransferase SSU-1, whose expression is confined to AS]. In addition, we
have confirmed that the hormonal signal requires the arylsulfatases SUL-2 and
SUL-3 function, to produce the enhanced aggregation phenotype. We have also
shown that the target of this signal is the nuclear receptor NHR-1. In the same
chapter, we have identified another hormonal signalling pathway, mediated by
another nuclear receptor (DAF-12), which has a protective role, or what is the
same, antagonizes NRH-1 to modulate polyQ aggregation. Since the deletion of
nhr-1 restores the defects of the daf-12 mutants, our results confirmed the cross-

talk between these pathways

It is unknown which hormone modulates the activity of NHR-1. However, it is
possible to uncover which genes this nuclear receptor regulates. To find this
out, we have analysed the transcriptome of worms that carry mutations in unc-1
and nhr-1. The suppression of nhr-1 on a mutant unc-1 background restores the
expression of some of these genes, involved in fat metabolism (among many
other things), which suggests that NHR-1 could be repressing them. These
results have been confirmed with lipidomic studies, where we have identified a
lipid profile that reflects the different abundance of lipid species in these
mutants. We have observed that the disruption of wunc-1 induces the
accumulation of lipids in worms, but at the same time these animals contain
less total fatty acids (monounsaturated, polyunsaturated and saturated).
Furthermore, when we incubated the worms expressing polyQs with oleic acid,
which is around 40 % reduced in the unc-1 mutants. Oleic acid treatment
induced a reduction of polyQ inclusion bodies. Thus, our results suggest that
the metabolism of fats play a key role in modulating polyQs aggregation,
highlighting potential therapeutic targets against diseases caused by

aggregation-prone proteins.

Together, our results suggest new therapeutic strategies and identify new
targets, easily modulated by drugs, to alleviate the stress associated with RNAs
containing expansions of CAG repeats and proteins with an aggregation

propensity.
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RESUM

L'equilibri de l'homeostasi de proteines és essencial per a assegurar la
funcionalitat cel-lular. Diferents processos cel-lulars controlen el correcte
plegament de les proteines i la seva eliminacio en cas que aixi es requerisca, per
mantenir la proteostasi cel-lular. L'expressié de proteines propenses a plegar-se
malament, i que a més a més tendeixen collapsar entre elles, indueix la
formacio d'agregats toxics. La presencia d'aquests agregats altera el correcte
funcionament dels sistemes de control, cosa que condueix a un desequilibri de
I'homeostasi de proteines, i per consegiient a una afectacio patologica. Diverses
malalties neurodegeneratives, com la malaltia de Huntington (MH), Parkinson,
Alzheimer i l'esclerosi lateral amiotrofica, entre altres, tenen en comu aquesta
signatura patologica, malgrat el seu diferent origen molecular. Especialment, la
MH pertany a un grup de patologies produides per proteines que contenen
expansions de poliQs, que fan que aquests peptids siguen propensos a
l'agregacio, i causen els problemes que hem descrit. A més de la MH, s'inclouen
diverses ataxies espinocerebel-loses 1, 2, 3, 6, 7 i 17, I'atrofia muscular bulbar i
espinal, i l'atrofia dentatorubrica-pal-lidaluisiana. Aquestes nou patologies sén
promogudes per llargues expansions de triplets CAG en regions codificants de
cada gen causant de la malaltia. Malgrat que aquestes malalties son genetiques i
es coneix la seva causa molecular, es creu que la presencia de variants
al-leliques en gens modificadors pot incrementar o alentir l'agregacié de
proteines amb poliQs. Per tant, la identificacio de gens modificadors permet
aprofundir en els mecanismes moduladors de la dinamica d'agregacié de
poliQs. Pero a més, quan aquests modificadors son proteines i la seva activitat
és modulable per farmacs, ens permet trobar dianes terapeutiques enfront de la

toxicitat de poliQs.

A més de les proteines amb poliQs, també és ampliament conegut que 'ARN
que les codifica té caracter patogenic. Per tant, és important considerar aquesta
font de toxicitat per a desenvolupar estrategies més focalitzades i especifiques.
Per tant, hem desenvolupat models, utilitzant Caenorhabditis elegans, en els quals
es produeix estrés per transcrits que contenen expansions CAG, en cel-lules

musculars i en dos tipus neuronals diferents. Aquests models mostren signes
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indirectes que expressen transcrits patogenics, ja que els teixits diana revelen
una funcionalitat alterada. Utilitzant aquests models, que alteren la funcié de
les neurones GABAergiques del cuc, hem realitzat un cribratge de 85 compostos
farmacologics, que ens va portar a identificar quatre compostos que reduien els

defectes motors en aquests animals.

A més de poliQs i '’ARN que conté expansions de CAG, esta reconegut que
aquest tipus de patologies es produeixen peptids derivats d'una traduccié no
canonica, coneguda com a traduccio RAN (de l'angles Repeat Associated Non-
ATG translation). En relacid6 amb aixo, hem aprofundit en la identificacié i
modelitzacié d'aquests peptids en C. elegans mitjangant l'expressio constitutiva i
especifica de teixit, d'expansions CAG fusionades a proteines fluorescents per a

la seva deteccio in vivo.

A més de generar models en C. elegans, per a estudiar la toxicitat de ' ARN amb
expansions de CAG, hem emprat models ja generats per altres autors, per a
caracteritzar potencials dianes terapeutiques, com AMPK. Recentment, sha
publicat que I'enzim AMPK té un paper protector enfront de la toxicitat per
poliQs. Respecte a aixo, és especialment tutil que AMPK puga ser activat per
diversos farmacs. Se sap que aquest enzim pot ser activat de manera sinergica
emprant més d'un activador simultaniament. No obstant aixo, alguns
activadors, com la metformina o el salicilat, son substancies pleiotropiques que
poden activar dianes no desitjades. Per tant, en el segon capitol d'aquesta tesi
hem caracteritzat l'activacié de AMPK, mitjancant metformina i salicilat, per a
reduir l'estrés induit per agregats de poliQs. Amb aquest abordatge
aconseguim activar AMPK, emprant quantitats reduides dels dos farmacs,
s’evita l'activacié de dianes no desitjades. També hem estudiat el paper de les
subunitats de AMPK que resulten essencials per la seva activacié. I finalment,
hem demostrat que aquest tractament sinergic podria ser utilitzat per a reduir
altres fonts de toxicitat produida per proteines toxiques com la a-sinucleina,

causant de la malaltia de Parkinson.

D'altra banda, hem caracteritzat un nou modulador de 'agregacié de poliQs,
obtingut mitjangant un cribratge de gens per mutagenesis quimica a l'atzar. Es
tracta de la variant al'lelica, v/t10, en el gen unc-1, que produeix un condé de
parada prematur, i que genera un augment d'agregacio de poliQs musculars.

UNC-1 modula la sinapsi electrica en C. elegans. La falta de funcié d’unc-1
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produeix disrupcid sinaptica, que al seu torn, indueix descoordinacié motora en
els animals. Els nostres resultats suggereixen que la mutacié unc-1(vlt10)
pertorba la sinapsi electrica entre les neurones sensorials IL2 i ASJ, induint un
excés de senyalitzacié hormonal que requereix la funcié de la sulfotransferasa
SSU-1, l'expressid de la qual esta confinada a AS]. A més, hem confirmat que el
senyal hormonal requereix la funci6 de les arilsulfatases SUL-2 i SUL-3, per a
produir el fenotip d'agregacio potenciada. També hem demostrat que la diana
d'aquest senyal és un receptor nuclear anomenat NHR-1. En el mateix capitol,
hem identificat una altra ruta de senyalitzaci6 hormonal, mitjancada per un
altre receptor nuclear (DAF-12), que té un paper protector, antagonista a NRH-
1 per a modular l'agregacié de poliQs. Hem confirmat que aquestes rutes
mantenen una comunicacié creuada, ja que la supressié de nhr-1 restaura els
defectes dels mutants daf-12.

Es desconeix 1’hormona que modula l'activitat de NHR-1. No obstant aixo és
possible coneixer els gens que regula NHR-1. Per a aix0 hem analitzat el
transcriptoma de cucs portadors de mutacions en unc-1 i nhr-1. La supressid de
nhr-1 sobre un fons mutant unc-1 restaura l'expressié de gens implicats en el
metabolisme dels greixos, suggerint que NHR-1 podria estar reprimint-los. Els
resultats han sigut confirmats amb estudis de lipidomica on hem identificat un
perfil lipidic que reflecteix diferent abundancia d'especies lipidiques en aquells
mutants. Hem observat que la disrupcié de unc-1 indueix 1'acumulacio de lipids
en els cucs, pero simultaniament aquests animals contenen menys acids grassos
totals (monoinsaturats, poliinsaturats i saturats). A més, quan incubem els cucs
amb poliQs en acid oleic, que esta entorn d'un 40 % reduit en els mutants unc-1,
aquest lipid indueix una reduccid d'agregats. Aixo suggereix que els greixos
juguen un paper fonamental en la modulaci6 de 'agregacio de poliQs, i potser
assenyala possibles dianes terapeutiques contra malalties causades per

proteines propenses a 1'agregacio.

En conjunt, els nostres resultats suggereixen noves estrategies terapeutiques i
identifiquen noves dianes, facilment modulables mitjancant farmacs, per a
pal-liar I'estres associat a ARNs que contenen expansions de repeticions CAG i

. .7 ] 4
a proteines amb propensio a l'agregacio.
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Abreviaturas

#CA: cadena antisentido.

#CS: cadena sentido.

#P: promotor.

3’UTR: untraslated region; region reguladora
3'no traducida.

5"UTR: untraslated region; region reguladora
5'no traducida.

A: adenina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: ADN complementario.

ALS/FTD: amyotrophic lateral sclerosis and
frontotemporal dementia; esclerosis lateral
amiotrdfica y demencia frontotemporal.
AMP: Adenosin monofostato.

AMPK: Proteina quinasa dependiente de
AMP.

AMPKa: subunidad alpha del complejo
enzimatico AMPK.

AMPKB: subunidad beta del complejo
enzimatico AMPK.

AMPKY: subunidad gamma del complejo
enzimatico AMPK.

AmpR: gen que codifica la (3-lactamasa, que
induce resistencia a ampicilina.

ANOVA: Test estadistico de analisis de la
varianza.

AR: gen que codifica el receptor de
andrdgeno.

ARN-Seq: Secuenciacion del ARN.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNg: ARN guia.

ARNI: interferencia por ARN.

ARNm: ARN mensajero.

ARNIr: ARN ribosdmico.

AT1R: receptor de angiotensina II tipo 1.
ATNTI: gen atrofin 1.

ATP: Adenosin trifosfato.

ATXNT: gen ataxin 1.

ATXN2: gen ataxin 2.

ATXN3: gen ataxin 3.

ATXN?7: gen ataxin 7.

ATXNS: gen ataxin 8.

C: citosina.

C. elegans: Caenorhabiditis elegans.

CACNA1A: Calcium Voltage-Gated Chanel
subunit alphal A. Gen de la subunidad alfa 1
A del canal de voltaje de calcio.

Cas9: nucleasa Cas9.

CBM: Carbohydrate-binding module. Dominio
de unién a carbohidratos.

ccdB: gen que induce la muerte de bacterias
susceptibles.

CDKs: Cyclin-dependent kinases. Quinasas
dependientes de ciclinas.

CGC: Caenorhabditis Genetics Center.
CmR-gen que codifica la cloranfenicol acetil
transferasa, que induce resistencia a
cloranfenicol.

CNAG: Centro Nacional de Andlisis
Genomico.

COMAYV: Instituto de Conservacion y
Mejora de la Agrodiversidad Valenciana.
CRG: Centro de Regulacion Gendmica.
CRISPR: Clustered Regularly Interspaced
Short  Palindromic Repeats. Repeticiones
palindréomicas  cortas  agrupadas vy
regularmente espaciadas.

D. melanogaster: Drosophila melanogaster.
DBD: DNA-binding domain. Dominio de
unién a ADN. DM1: myotonic dystrophy type
1. Distrofia mioténica tipo 1.

DM2: myotonic dystrophy type 2. Distrofia
miotonica tipo 2.

DMPK: DM1 protein kinase. Proteina
quinasa de DM1.

DRPLA: dentatorubral-pallidoluysian atrophy.
Atrofia dentatorubro-palidoluisiana.

E. coli: Escherichia coli.

ECL: sustrato altamente sensible no
reactivo para HRP.

EH: enfermedad de Huntington.

EMS: Ethyl methanesulfonate.
Metanosulfonato de etilo.

EPMI: progressive myoclonus epilepsy type 1.
Epilepsia mioclonica progresiva tipo 1 o de
Unverricht-Lundborg.

FECD: Fuchs endothelial corneal dystrophy.

Distrofia corneal endotelial de Fuchs.
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FEMR1: Fragile X mental retardation 1 gene.
Gen del retraso mental asociado al X fragil
1.

FMRpoliG: péptido enriquecido en
poliglicinas dentro del contexto del gen
FMR1.

FRDA: Friedreich ataxia. Ataxia de
Friedreich.

FXS: Fragile X syndrome. Sindrome asociado
al X fragil.

FXTAS: fragile X — associated tremor/ataxia
syndrome. Sindrome de temblor/ataxia
asociado a X fréagil.

G: guanina.

GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phospate
Dehydrogenase. Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa.

HD: Huntington disease. Enfermedad de
Huntington.

HDL2: Huntingon disease-like 2. Enfermedad
de Huntington-like 2.

HIF1a: factor inducible por hipoxia 1a.
HNF4a: factor nuclear 4a de hepatocitos.
HRP: Peroxidasa de rabano.

Hsp70: Heat-shock protein 70 (chaperona
molecular).

HTT: gen que codifica la proteina
huntingtina en humanos.

Htt: proteina huntingtina en humanos y
raton.

IC: Intervalo de confianza.

iPSCs: induced Pluripotent stem cells. Células
madre pluripotentes inducidas.

IPTG: isopropil-f3-D-1-
tiogalactopirandsido.

Kan®: gen que codifica la neomicina
fototransferasa II, que induce resistencia a
kanamicina.

LABB2:  Laminina-Associated  polypeptide
2beta. Polipéptido 2 beta asociado a
laminina.

LB: Luria Bertani.

LBD: Ligand-binding domain. Dominio de
union a ligando.

LD: Lipid droplet. Depositos lipidicos.
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MBL-1: Proteina Muscleblind de C. elegans.
MBNL1: Muscleblind-like 1.

mHtt: huntingtina mutante.

MosSCI: Mos-1 Single Copy Insertion.
Inserciones de copia tinica mediadas por la
movilizacion de transposones miniMos.
MUFAs:  Monounsaturated  Fatty — Acids.
Acidos grasos moinsaturados.

NGM: Nematode Growth Medium. Medio de
crecimiento de nematodos.

NHR: Nuclear Hormone Receptor. Receptores
nucleares hormonales.

NR: Nuclear receptor. Receptor nuclear.

ns: no estadisticamente significativo.

OEA: lipido oleoiletanolamina.

OPMD: oculopharyngeal muscular dystrophy.
Distrofia muscular oculofaringea.

OR: Odds Ratio. Razén de probabilidades
relativa.

PBP: proteina de unién a penicilina.

PBS-T: Tampon fosfato salino
suplementado con detergente Tween 20.
PCR: reacciéon en cadena de la polimerasa.
pDEST: vector plasmidico de destino.
PDGEFR: platelet-derived  growth  factor
receptor. Receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas.

pPDONR: vector plasmidico donador.

PKR: proteina quinasa dependiente de
ARN.

PoliAs: polialaninas.

PoliCs: policisteinas.

PoliLs: polileucinas.

PoliQs: poliglutaminas.

PoliSs: poliserinas.

Prof: Professor.

PUFAs: Polyunsaturated Fatty Acids. Acidos
grasos poliinsaturados.

Q: glutamina.

RAR: Retinoid Acid Receptor. Receptor de

acido retinoico.

RT-qPCR: retrotranscripcion reversa y PCR
a tiempo real.
RXR: Retinoid X Receptor. Receptor X

retinoide.
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SBMA: Spinal-bulbal muscular atrophy.
Atrofia muscular bulbar y espinal.

SCA1: spinocerebellar ataxia type 1. Ataxia
espinocerebelosa tipo 1.

SCA10: spinocerebellar ataxia type 10. Ataxia
espinocerebelosa tipo 10.

SCA12: spinocerebellar ataxia type 12. Ataxia
espinocerebelosa tipo 12.

SCA17: spinocerebellar ataxia type 17. Ataxia
espinocerebelosa tipo 17.

SCAZ2: spinocerebellar ataxia type 2. Ataxia
espinocerebelosa tipo 2.

SCA3: spinocerebellar ataxia type 3. Ataxia
espinocerebelosa tipo 3.

SCA31: spinocerebellar ataxia type 31. Ataxia
espinocerebelosa tipo 31.

SCAZ36: spinocerebellar ataxia type 36. Ataxia
espinocerebelosa tipo 36.

SCAG6: spinocerebellar ataxia type 6. Ataxia
espinocerebelosa tipo 6.

SCAZ7: spinocerebellar ataxia type 7. Ataxia
espinocerebelosa tipo 7.

SCAS: spinocerebellar ataxia type 8. Ataxia
espinocerebelosa tipo 8.

SEM: error estandar.

SFAs: Saturated Fatty Acids. Acidos grasos
saturados.

siARN: single interference ARN. Cadena
simple de ARN silenciadora.

SNP: Single Nucleotide  Polymorphism.
Polimorfismo de nucleétido tnico.

SOD1: Superdxido dismutasa 1.

ssODN:  single strand  oligonucleotide.
Oligonucleétido largo de ADN de cadena
simple.

SSR: Short Tandem Repeats; secuencias
cortas repetitivas en tandem.

SSU-1: Stomatin Supressor Uncoordination.
Enzima sulfotransferasa citosolica de C.
elegans.

STOML3: Stomatin like protein 3. Proteina
similar a las estomatinas en mamiferos.
STR: Simple Sequence Repeats; secuencias
repetitivas simples.

SUL: enzima sulfatasa de mamiferos.

SULT: enzima

mamiferos.

sulfotransferasa de

T: timina.

TBP: gen que codifica la proteina de unién
a caja TATA.

Traduccion RAN: Repeat Associated Non-
ATG translation. Traduccién asociada a
repeticiones independiente del coddén de
inicio ATG.

UPS: Sistema Ubiquitina-proteasoma.

YFP: Yellow Fluorescent Protein. Proteina
fluorescente amarilla.

B-CTD: C-terminal domain. Dominio C-

terminal.
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INTRODUCCION

La generacién de proteinas, desde que se produce la traduccion hasta que
sucede un correcto plegamiento, es un proceso finamente regulado por el cual
una proteina adquiere su conformacion tridimensional funcional. Cualquier
alteracion de la secuencia, por una mutacion puntual o por expansiones de
microsatélites, puede tener consecuencias sobre la estructura tridimensional
que pueden desencadenar la pérdida funcional de la proteina. En ocasiones,
estas alteraciones pueden producir que dominios hidrofébicos, que deberian
estar en el corazon de la proteina, queden expuestos al medio acuoso y que esta
molécula sea propensa a agruparse entre si, mediante interacciones apolares
entre estos dominios expuestos. Esto hace que estas proteinas mutantes sean
propensas a agregarse, formando fibrillas que mads tarde evolucionan a
agregados mas grandes, hasta producir cuerpos de inclusion. Debido a su
naturaleza propensa a agregarse, son moléculas con una ganancia de funcion
tdxica, puesto que no solo pierden su funcidn, sino que pueden arrastrar en su
colapso otras proteinas del ambiente celular, y perturbar seriamente la
homeostasis de proteinas. Este escenario es relativamente comtn en varias
enfermedades neurodegenerativas causadas por proteinas que se agregan
anomalamente, como la a-sinucleina (enfermedad de Parkinson), $-amiloide
(enfermedad de Alzheimer) y huntingtina (enfermedad de Huntington, EH), las
cuales alteran la homeostasis de proteinas ocasionando una situacién patologica
(Ross and Poirier, 2004). Este factor comun permite incluir estas patologias en el
grupo de enfermedades conocidas como proteinopatias. La toxicidad asociada
al fenémeno de agregacion es mas devastadora en el sistema nervioso,
afectando selectivamente a neuronas mas vulnerables (Fu et al., 2018). A pesar de
las grandes diferencias que conciernen a estas patologias neurodegenerativas,
es remarcable que todas ellas compartan alteraciones en procesos celulares
comunes, como la transcripcion, actividad mitocondrial, sehalizacion sinaptica
y vias de control de calidad de las proteinas (sistema proteasoma y autofagia),

entre otras (Arneson et al., 2018).



Introduccion

En este proyecto de tesis hemos profundizado en la identificacién de
moduladores de la agregacion de proteinas con poliglutaminas (poliQs),
codificadas por las mutaciones asociadas a expansiones de tripletes CAG. La
deteccion de genes que codifican proteinas reguladoras de agregacion de
poliQs, es muy util para descubrir dianas terapéuticas potenciales contra
enfermedades causadas por este tipo de proteinas. Mds aun, estas estrategias
podrian ser relevantes en algunas de las nueve patologias causadas por
expansiones de poliQs, entre las que se incluye la enfermedad de Huntington.
Esto, ademads, podria funcionar en otras patologias mds prevalentes como
Parkinson y Alzheimer, que también presentan agregados de proteinas toxicos

en diferentes tipos neuronales (Capitulos II y III).

A pesar de que la proteotoxicidad ha sido la causa mas estudiada de
enfermedades asociadas a poliQQs, se ha sugerido por varios autores (Bafiez-
Coronel et al.,, 2015; Mykowska et al., 2011) que existen otras fuentes de toxicidad, en
los genes mutantes causantes de la enfermedad. Por ejemplo, los ARN
mensajeros que portan estas expansiones de tripletes que codifican las poliQs
son tdxicas per se (Mykowska et al., 2011). Ademas, por la denominada traduccién
RAN (vea capitulo #3 — Fuentes de toxicidad causadas por poliQs), se producen otros
péptidos derivados de pautas de lectura diferentes (Fiszer and Krzyzosiak, 2013;
Nguyen et al, 2019), que también resultan toxicos. Por tanto, el escenario
molecular en el que se enmarcan estas patologias es extremadamente complejo.
Por ese motivo, ademds de profundizar en los mecanismos que modulan la
dindmica de agregacion de po<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>