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La respiracion mitocondrial es esencial para la supervivencia de los seres vivos aerobios. Sin embargo, bajo determinadas condiciones, la mitocondria genera en exceso especies reactivas de oxigeno que, de
no ser eliminadas eficazmente por los sistemas antioxidantes, se desencadena un proceso citotoxico denominado estrés oxidativo. Las enfermedades neurodegenerativas cursan con estrés oxidativo, en muchas
ocasiones debido a que uno de los antioxidantes mas importantes (glutation), es deficitario en las neuronas.

En esta Tesis Doctoral describimos, por primera vez, que el precursor de la biosintesis de glutation, y-glutamilcisteina, expresa funciones antioxidantes, tal y como lo hace el glutation, al actuar como un
cofactor de la glutation peroxidasa- I. Dirigiendo, mediante técnicas genéticas, la biosintesis de y-glutamilcisteina a la mitocondria, demostramos que se puede conseguir supervivencia neuronal y prevencion
de la neurodegeneracion in vivo por estrés oxidativo. Nosotros pensamos que estos resultados tienen implicaciones muy relevantes para nuestro mejor entendimiento de los mecanismos moleculares implicados
en la neurodegeneracion, asi como de las estrategias génicas en las enfermedades neurodegenerativas.
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Introduccion

1. Estrés oxidativo

El decisivo avance evolutivo que supuso la simbiosis entre una bacteria y una célula
eucariota hace unos 1.500 millones de afios, con la consecuente aparicién de la
mitocondria, supuso un significativo avance en la eficiencia energética de los seres
vivos aerobios al obtener éstos la capacidad de utilizacion de oxigeno; sin embargo, este
hecho se vié acompafiado de la aparicion de nuevas moléculas reactivas derivadas del
oxigeno (Esquema I). Asi, la concentraciéon de O, en la célula se ha estimado en 200
MM, mientras que en mitocondrias se calcula que se encuentra entre 3-30 uM (Murphy,
2009). Del 1-3% del O, consumido durante la fosforilacion oxidativa no queda
completamente reducido a H,O (Green et al.,, 2011), sino que recibe electrones
individuales en un proceso catalizado por los complejos I y Il de la cadena respiratoria
(Murphy, 2009), generando anién superoxido (O,”) (Boveris, 1984). Este proceso esta
regulado, lo que sugiere que el O," asi formado ejerce funciones fisioldgicas
(D'Autreaux and Toledano, 2007; Poyton et al., 2009); no obstante, la presencia de una
activa superdxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD o SOD?2) en la matriz
mitocondrial, que rapidamente elimina el O, al convertirlo en per6xido de hidrégeno
(H20,), sugiere, asimismo, que la concentracion de O,” debe estar rigurosamente
controlada. Asi, la eliminacién de O, por la actividad de la SOD2 se acompafia de la
formacion de H,0,, que puede quedar en la matriz mitocondrial o difundir libremente al
citosol. EI O, también se puede formar por la actividad de la lipooxigenasa y
ciclooxigenasa, y la transformacion de &cido araquidénico a prostablandina PGH,. La
xantina oxidasa y NADPH oxidasa son otras fuentes destacadas de produccion de O,™
(Circu and Aw, 2010; Temple et al., 2005).

Dadas sus propiedades pro-oxidantes, el H,O, debe ser rapidamente eliminado, para
lo cual actdan diversos sistemas enzimaticos que reducen H,O, en H,O. Los mas
importantes son catalasa en peroxisomas, las peroxirredoxinas (Prxs), el sistema
tiorredoxina-tiorredoxina reductasa y las glutation peroxidasas (GPxs), que se expresan
tanto en la mitocondria como en el citosol (Hekimi et al., 2011) (ver también el apartado
1.2). Si bien la reactividad del O," es limitada, tiene la capacidad de promover la
reduccion de Fe** en Fe** (reaccién de Haber-Weiss), el cual cataliza la formacién del
radical hidroxilo ("OH) a partir de H,O, (reoxidandose el Fe** a Fe**) (reaccion de
Fenton) (Temple et al., 2005). ElI H,O, también es reactivo, de forma que la oxidacion
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Introduccion

de residuos de cisteina por parte de éste es muy relevante, aunque selectiva, ya que no
oxida tioles proteicos de manera aleatoria (Le Moan et al., 2006). Ello explica que la
cisteina del glutation (GSH), tiol de bajo peso molecular mas abundante de la célula,
solo actle como antioxidante mediante la actividad de glutation peroxidasas (GPxs) o
formando aductos S-glutationilados con acidos sulfénicos en proteinas (D'Autreaux and
Toledano, 2007).
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Esquema I. Principales mecanismos de produccion y detoxificacion de ROS en la célula. Debido a
la alta reactividad de los ROS, es posible la interaccion entre distintas vias, siendo utilizado el producto
de una reaccidn para generar nuevos ROS o especies reactivas. Adaptado de (Mari et al., 2009; Temple
et al., 2005).

Colectivamente, O,", H,0, y "OH constituyen las denominadas especies reactivas de
oxigeno (o0 “ROS”, del inglés Reactive Oxygen Species). En condiciones fisiologicas,
las células producen una cierta cantidad de ROS de forma basal. Asi, aunque estan
generalmente considerados como potencialmente toxicas, las ROS cumplen funciones

reguladoras de la proliferacion y diferenciacion celulares, de la expresion génica, y de
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otros muchos procesos (Halliwell, 2011; Rebrin and Sohal, 2008). No obstante, bajo
determinadas circunstancias, la velocidad de formacién de ROS supera la capacidad de
los sistemas antioxidantes de eliminarlos. Esta situacion de sobreproduccion de ROS,
comunmente denominada “estrés oxidativo”, da lugar a la oxidacion de proteinas
(particularmente residuos aromaticos o conteniendo cisteina), acidos nucleicos y lipidos
(Poyton et al., 2009; Temple et al., 2005). El estrés oxidativo puede desencadenar dafio
masivo que puede llegar a causar la activacion de los sistemas celulares de
autodigestion (o autofagia) de determinados organulos, llegando incluso a la muerte
celular (Brand, 2010). De hecho, la formacion excesiva de ROS estd asociado al
envejecimiento (Rebrin and Sohal, 2008), y se la relaciona con la etiologia del cancer u
otras enfermedades cardiovasculares, autoinmunes o neurodegenerativas (Bolafios et al.,
2009; Halliwell, 2011; Temple et al., 2005).

1.1. Estrés oxidativo mitocondrial y neurodegeneracion.

En este organulo se ha identificado hasta siete sitios de produccion de ROS
(Esquema I1), la mayoria dependiente de la actividad de los complejos | y 1ll y de la
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (G3PD) (Brand, 2010).

Durante la fosforilaciéon oxidativa, el NADH y FADH, formados por los procesos
oxidativos del ciclo de &dico tricarboxilico (TCA) aportan electrones para el bombeo a
través de la membrana interna mitocondrial (MMI). Hasta cuatro electrones son
transferidos a través de la cadena transportadora de electrones (ETC) al O,, originando
H,O en el complejo 1V (citocromo ¢ oxidasa). Sin embargo, este proceso no es del todo
eficiente y se genera O,", principalmente en los complejos | (NADH:ubiquinona
oxidorreductasa) y Il (ubiquinona:citocromo c oxidorreductasa) (Murphy, 2009;
Poyton et al., 2009). En el complejo 1, la razon NADH(H")/NAD" determina el estado
reducido del sitio FMN, desde donde los electrones pueden ser donados desde el
O, para formar O,+—. La formacion de éste es mayor en condiciones donde ¢l consumo
de O; es bajo y aumenta el par NADH(H")/NAD" (Murphy, 2009). Ademas, cuando el
gradiente electroquimico a través de la MMI es alto, también es posible una produccién
de O," por un transporte reverso de electrones (RET) desde la coenzima Q reducida
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(CoQH,) hacia el complejo 1, reduciendo el NAD* a NADH(H") el sitio FMN (Murphy,
2009).

El complejo 111 es el otro componente de la ETC mas involucrado en la produccién
de O," cuando se encuentra inhibido el sitio Q; de unién a la CoQ por antimicina. En
este caso, se produce O, como consecuencia de la reaccion del O, con la semiquinona
unida al sitio Qo (Bolarios et al., 2009).

También tienen gran relevancia en la produccion de ROS las monoamina oxidasas
(MAOs), localizadas en al membrana mitocondrial externa (MME) y encargadas de la
desaminacion oxidativa de monoaminas como la dopamina, o la enzima del TCA a-
cetoglutarato deshidrogenasa (aKGDH), que incrementa la produccion de H,O, a traves
del suministro de NADH(H") (Adam-Vizi and Chinopoulos, 2006).

Citosol
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— NADH

Esquema I1. Produccién de ROS en la mitocondria. La mitocondria es el organulo que comprenda la
mayor produccion de ROS en la célula, como consecuencia del proceso de fosforilacion oxidativa. Los
complejos | y 111 comprenden la mayor generacion de radicales, junto al ciclo de acidos tricarboxilicos
(ATC). La inhibicion de la cadena respiratoria promueve la produccion de ROS por la mitocondria. Cit C:
citocromo C; CoQ: coenzima Q; MPP*: 1-metil-4-fenilpiridina. Adaptado de (Beal, 2005).

La matriz mitocondrial cuenta con sus propios mecanismos de eliminacion de ROS,
esencialmente basados en sistemas que utilizan glutation, glutarredoxina y tiorredoxina
como cofactores (Mari et al., 2009), entre otros (Mari et al., 2009; Temple et al., 2005).
Sin embargo, la mitocondria es el organulo celular que mas produce ROS y, como tal,
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una de las principales dianas de sus efectos deletéreos. Entre éstos destacan el dafio por
peroxidacion lipidica, la modulacion de los complejos de la cadena respiratoria o las
mutaciones en el propio DNA mitocondrial (DNA) (Fukui and Moraes, 2008; Hekimi
etal., 2011).

Las neuronas son altamente dependientes de energia para conseguir el impulso
nervioso, y el metabolismo oxidativo mitocondrial representa su fuente principal de
energia. Asi, la disfuncion mitocondrial neuronal esté entre las principales causas que
subyacen en los procesos neurodegenerativos. En éstos se observa, consistentemente,
una produccion insuficiente de ATP y un aumento de ROS (Bolafios et al., 2009; Levy
et al., 2009) que a menudo convergen en apoptosis neuronal. Por otro lado, la pérdida de
funcionalidad de la mitocondria es mas patente durante el envejecimiento, cuando la
acumulacion de mutaciones en el «DNA vy la deficiente actividad de los complejos
mitocondriales, especialmente el complejo | (Barja, 2004), contribuyen a explicar la
aparicion de patologias asociadas (Bolafios et al., 2009; Halliwell, 2011; Temple et al.,
2005).

La formacion excesiva de ROS repercute en un incremento de muerte celular
apoptdtica y necrotica, no solo en neuronas, sino también en astrocitos (Barja, 2004);
ello contribuye decisivamente en la neurodegeneracion. Un ejemplo caracteristico lo
constituye la enfermedad de Parkinson (EP), en la que la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas de la Substantia Nigra esta precedida de estrés oxidativo (Jenner,
2003). La propia conversion de dopamina a acido dihidroxifenilacético (DOPAC) y
acido homovanilico (HVA) por las monoaminooxidasas (MAOs) produce H,0,. Por
otro lado, la autooxidacion de dopamina de forma espontanea o por ciclooxigenasa
(COX), tirosinasa 0 xantina oxidasas, genera quinonas reactivas y O,", que puede
reaccionar con NO para generar peroxinitrito (ONOQ") (Miyazaki and Asanuma, 2008),
La formacién, polimerizacion de semiquinonas y polimerizacion de las mismas,
también contribuye a la generacion de ROS vy al desarrollo del parkinsonismo (Jenner,
2003). Ademas, la dopamina se puede unir al GSH y dar origen a especies reactivas que
inhiben la actividad mitocondrial y son toxicas para las células dopaminérgicas (Li et
al., 1998a; Shen et al., 2000). Por otro lado, la excitotoxicidad, o sobre-estimulacién de
receptores post-sinapticos por neurotransmisores excitadores, tales como glutamato,
produce un incremento en la formacion mitocondrial de ROS, ademas de una
acumulacién de Ca®* en la matriz y apertura del poro de transicién mitocondrial

(Krantic et al., 2005). El estrés oxidativo asociado a la excitotoxicidad estd presente en
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el proceso degenerativo de otras enfermedades neuroldgicas, tales como la Esclerosis
Lateral Amiotréfica, causada por una mutacion en el gen de la superoxido dismutasa
dependiente de cobre y zinc (Cu/ZnSOD o SOD1), o la enfermedad de Alzheimer, en la
que los ROS contribuyen a la formacion de acimulos de hierro en las placas seniles y
los ovillos neurofibrilares, o en los depositos de la proteina B-amiloide (Krantic et al.,
2005).

1.2. Sistemas antioxidantes celulares.

La eliminacion de ROS de la célula se lleva a cabo mediante diversos sistemas
antioxidantes, que constituyen el mecanismo de defensa de la célula frente a los efectos
deletéreos de los mismos. Como se ha comentado anteriormente, entre ellos se
encuetran la SOD, que consta con una isoforma citosélica (Cu/ZnSOD o SOD1)
mitocondrial (MnSOD o SOD?2), y la catalasa, presente en el citosol y peroxisomas.
Dichas enzimas se encargan de la reduccion de O,” a H,O, y de H,O, a H,0,
respectivamente. A estos sistemas antioxidantes se suman sustancias con poder
antioxidante, como el ascorbato o vitamina E, y sistemas antioxidantes como el
glutation, la tiorredoxina o la peroxirredoxina.

En el Sistema Nervioso Central (SNC), el acido ascorbico actia como antioxidante
de forma directa, a través de sus dos grupos hidroxilos ionizables o acoplado al sistema
GSH/GSSG; a su vez, eéste ultimo es necesario para su reduccion desde acido
dehidroascorbico (Harrison and May, 2009).

Por otro lado, tiene una gran relevancia el sistema redox de tiorredoxina (Trx). Se
trata de un sistema multifuncional, constituido por proteinas que catalizan la reduccién
reversible de uniones disulfuro de proteinas, pudiendo colaborar para ello con el sistema
glutarredoxina (Grx). La reaccion redox se lleva a cabo gracias a la presencia de dos
cisteinas en su sitio activo (Cys-XX-Cys), que son regeneradas por Trx reductasa
(TrxR) y NADPH. Existe una isoforma Trx1, presente en citosol y nucleo (en
condiciones de estrés oxidativo) y una isoforma Trx2, localizada en la mitocondria (Go
and Jones, 2008).

El sistema Trx/TrxR contribuye a la reduccion de las cisteinas del sitio activo de las

peroxirredoxinas (Prx’s). Estas constituyen un grupo de peroxidasas no especificas para
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selenotioles, que contribuyen a la eliminacién de hidroperéxidos organicos y H,0,
(Circu and Aw, 2010).

. Para ello, constan de un sitio catalitico con cisteinas peroxidaticas, capaces de
oxidarse a acido sulfénico (Cys-SOH) y formar posteriormente uniones disulfuros con
otra cisteina en la subunidad C-terminal. Existen seis isoformas, localizadas en citosol
(PrxI-11'y PrxVI), mitocondrias (PrxIIl), mitocondria y peroxisomas (PrxV), siendo la
PrxIV extracelular (Circu and Aw, 2010).

Atendiendo a la condicion de antioxidante tidlico mas abundante y con mayor
relevancia como sistema de defensa frente al estrés oxidativo, el glutation recibe un

detallado andlisis en sucesivos apartados.

2. El glutation en el organismo

El tripéptido y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (glutation o GSH) (Figura 1) est4
considerado como el principal sistema antioxidante tiélico, ya que estd ampliamente
distribuido en células de animales, plantas y microorganismos a elevada concentracion.
Asi, el glutation es el tiol de bajo peso molecular mas abundante (concentracion de 0,5~
10 mmol/L) en las células animales (Meister and Anderson, 1983), encontrandose
mayoritariamente en el citosol (85-90%) con una vida media de 2-3 h. El resto del
glutation se encuentra repartido en diversos organulos, principalmente mitocondria (10-
15%) (Lu, 2009; Meredith and Reed, 1982), aunque también en nucleo, reticulo
endoplasmatico y peroxisomas (Lu, 2009; Wu et al., 2004). Los niveles més altos de
glutation se encuentran, por orden decreciente, en higado, bazo, rifién, cristalino,

eritrocitos y leucocitos (Njalsson, 2005).
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Figura I. Estructura aminoacidica del GSH. La union inusual en posicion y-carboxilo del glutama-
to, le confiere resistencia a la molécula frente a la degradacion por enzimas como la y-
glutamiltranspeptidasa (GGT), situada en la cara exterior de la membrana de ciertos tipos celulares.
Adantado de (Lash. 2006)

La mayoria del glutation se encuentra en su forma reducida (GSH), pero una
proporcion de éste (1-5%) se encuentra oxidado (disulfuro de glutation o GSSG) [Lu
SC, 2009, 42-59; Kaplowitz, 2009, 42]. En el cerebro, el GSH alcanza concentraciones
de 1-3 mM, (Dringen, 2000), aunque presenta una distribucion heterogénea
dependiendo del tipo celular. Asi, la concentracion de GSH en neuronas es de 2.5 mM,
mientras que en astrocitos es superior a 3.5 mM (hasta 8 mM en cultivo),
aproximadamente (Dringen, 2000; Zeevalk et al., 2008).

La suma de las formas reducida y oxidada constituyen el GSH total (GSH+2GSSG),
del cual hasta el 15% puede estar unido a proteinas (Wu et al., 2004). Como se ha citado
anteriormente, solo el 1-5% del GSH se encuentra en su forma oxidada como disulfuro
(GSSG), o conjugado como disulfuro con xenobidticos (GSSX) o proteinas (GSSPr)
que contienen pequefios tioles (Njalsson, 2005). Debido a la baja concentracion de
GSSG en condiciones fisioldgicas, la razén GSH/GSSG, que normalmente es >10 en
condiciones normales, se utiliza como indicadora del estado redox (Jones et al., 2002;
Schafer and Buettner, 2001). Esta razon puede verse modificada por procesos
oxidativos severos o por otros pares redox, como los pares tiorredoxina reducida /
tiorredoxina oxidada 0 NADPH(H")/NADP" (Dalton et al., 2004; Wu et al., 2004).
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2.1 El glutation en la mitocondria.

A pesar de su sintesis integramente citosolica (Griffith and Meister, 1985), el GSH se
distribuye entre los distintos compartimentos celulares, como reticulo endoplasmatico,
nucleo y mitocondria. En este ultimo organulo, el tripeptido se encuentra principalmente
en su forma reducida y representa un 10-15% del GSH celular. Considerando el
volumen la matriz mitocondrial, se puede estimar que éste alcanza una concentracion de
10-14 mM, lo que equivale a las concentraciones en el citosol (Griffith and Meister,
1985; Mari et al., 2009).

El GSH mitocondrial supone uno de los reservorios con mayor implicacion en la
regulacién de funciones bioldgicas celulares, no sélo por su accién reguladora de ROS,
sino por su posible modulacién de la bioenergética mitocondrial y sefializaciéon redox
(Mari et al., 2009). Asi, la produccion de O, en la matriz mitocondrial es unas 5-10
veces mayor a la citosélica (Cadenas and Davies, 2000).

Todos los eucariotas contienen GSH, salvo protozoos como Entamoeba histolytica o
Giardia duodenalis, que tienen un metabolismo anaerobio y carecen de mitocondrias.
Esta observacion ha permitido sugerir que el GSH debe ser un factor esencial para la
funcién mitocondrial (Fahey et al., 1984). Asi, la eliminacién selectiva de GSH en la
mitocondria es altamente tdxica, mientras que la deplecion del GSH citosélico no tiene
graves consecuencias para la supervivencia celular (Dalton et al., 2004).

3. Funciones de GSH.

La actividad antioxidante ha sido tradicionalmente asumida como la funcion
primordial del GSH, siendo asi considerado como uno de los principales actores de la
defensa antioxidante intracelular. Por tanto, el GSH resulta imprescindible en el
mantenimiento del estado redox celular y de la viabilidad celular (Lu, 2009). Para
desemperfiar su actividad antioxidante, el GSH puede reaccionar directamente con
moléculas como el anion superéxido (O,7) (Ross et al., 1985; Wefers and Sies, 1983;
Winterbourn and Metodiewa, 1994), radical hidroxilo (OH™), oxido nitrico (NO),
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singlete de oxigeno (*O,), perdxido de hidrégeno (H»0,), peroxinitrito (ONOO) o
peroxidos lipidicos (LOO) a través de GSH peroxidasas (GPx) o peroxirredoxinas (Prx)
(Franco and Cidlowski, 2009). GSH también reacciona directamente con radicales de
proteinas y DNA, donando electrones y oxidandose (GS’), originandose asi la forma
oxidada, GSSG (Franco and Cidlowski, 2009). Sin embargo, estas reacciones directas
de GSH son minoritarias.

Al margen de su papel como antioxidante, existen otras funciones destacadas del
GSH, imprescindibles para el mantenimiento de la viabiliad celular (Tabla 1). Asi, el
GSH participa en la detoxificacién de xenobioticos a través de la formacion de
conjugados de forma espontanea o enzimaticamente en reacciones catalizadas por la
GSH-S-Transferasa (GST) (Meister, 1988) (Tabla I).

Se ha propuesto que el GSH es un reservorio y transportador de cisteina celular
(Meister and Anderson, 1983) a través del ciclo del y-glutamilo, lo cual es relevante
dada la alta inestabilidad extracelular de la cisteina, que se oxida rapidamente a cistina,
generando radicales libres de oxigeno (Lu, 2009; Meister and Anderson, 1983).

El GSH mantiene asi el balance redox intracellular y el estado reducido de tioles
proteicos (Cotgreave and Gerdes, 1998) y es capaz de intercambiar disulfuros de tioles a
través de tranferasas, de forma reversible y dependiente del equilibrio redox
GSH:GSSG (Lu, 2009). En levaduras, ademas, regula el estado redox de tioles y la
maduracion del grupo hierro-sulfuro (Kumar et al., 2011).

Por tanto, el GSH modula postraduccionalmente las proteinas. Estas se producen
mediante reacciones (reversibles o irreversibles) en residuos de cisteina de los dominios
cataliticos y/o uniéon a ligandos. Entre los procesos reversibles, se encuentra la
nitrosilacion (SNO), hidroxilacion (SOH), formacion de disulfuros (S-S) o
glutationilacion (SSG). Esta ultima consiste en la union S-S entre la cisteina del GSH y
una cisteina de la proteina, catalizada por glutarredoxina (GRX) (Franco and Cidlowski,
2009).
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Principales funciones de GSH

- Defensa antioxidante (Dringen et al., 2003; Winterbourn et al., 1994 Franco
&Cidlowski., 2009)

- Detoxificacion de electrofilos y xenobioticos (Lu, 2009; Meister, 1988).
- Modulacion intracelular de tioles (Kumar ef al., 2011; Lu, 2009).

- Modificaciones postraduccionales en proteinas (Ballatori et al., 2009; Franco
&Cidlowski, 2009; Reynaeit et al., 2006; Wu et al., 2004).

- Reservorio de cisteina (Lu, 2009; Meister, 1 988).

- Neurotransmigion y neuromodulacion. Sefializacion neurohormonal (Tanaky et
al., 2000).

- Regulacion del crecimiento celular (Holingren, 1981: Lu, 2009).

- Regulacion de la muerte celular (Cazanave et al., 2007; Diaz-Hernandez et al.,
20035; Franco and Cidlowski, 2009; Franklin et al., 2002; Garcia-Ruiz and
Fernandez-Checa, 2006, 2007; Lash, 2006: Lu. 2009:; Sato et al., 2004).

- Funcionalidad e integridad mitocondrial (Wu et al., 2004).

Oftras funciones de GSH

- Reduccion de moléculas antioxidantes como el ascorbato o el tocoferol
directamente o a través de glutarredoxina (Zeevalk et al., 2008)

- Produccion deD-lactato a partir de metilglioxalato (Wu et al., 2004).

- Actividad microtubular (Oja et al., 2000).

- Antiviral: GSH inhibe la infeccion por el virus influenza(Cai et al., 2003).
- Eliminacion de formaldehido (Townsend et al., 2003)].

- Conversion deprostaglandinaH; en prostaglandinas D,y E, (Lu, 2000).

- Regulacion de factores de transcripeion (Lu, 2000).

- Espermatogénsis y maduracion del esperma (Sies, 1999).

- Respuesta inmune: Activacion de linfocitog T. leucocitos polimorfonucleares y
produccion de citoquinas (Townsend et al., 2003).

- Activacion de viag de seiializacion celulares (Sen, 2000)].

Tabla I. Funciones del GSH. Las principales funciones del tripéptido vienen recogidas en la parte su-
perior de la tabla. Otras funciones pueden ser desempefiadas por el GSH de forma mas indirecta.

Mediante la modificacion redox de receptores glutamatérgicos, el GSH modula la
homeostasis de neurotransmisores como NO (Heales et al., 1999; Hogg, 2002), GABA
o dopamina (Oja et al., 2000). Otras funciones de GSH estan relacionadas con la
proliferacion celular, ya que se asocia a la entrada en fase S del ciclo celular (Lu, 2009).
Asi, el GSH aumenta antes de la sintesis de DNA, lo que permite mantener reducida la
glutarredoxina y la tiorredoxina, requeridas para la actividad de la ribonucleétido
reductasa, limitante en la sintesis de DNA (Holmgren, 1981).

El GSH modula la supervivencia celular, al modificar el estado redox de residuos en

caspasas 0 kinasas de estrés (Garcia-Ruiz and Fernandez-Checa, 2007). Asi, se ha
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demostrado que la formacion del apoptosoma requiere un descenso de GSH (Sato et al.,
2004) Algunos autores han propuesto que la disminucion mitocondrial de GSH
prevalece sobre la citosdlica como mecanismo activador de apoptosis (Franco and
Cidlowski, 2009; Garcia-Ruiz and Fernandez-Checa, 2006; Lash, 2006). Por el
contrario, el aumento de los niveles de GSH promueve la resistencia frente a la
apoptosis (Cazanave et al., 2007; Franco and Cidlowski, 2009) y la autofagia, la cual se
corresponde con un aumento de ROS y disminucion de GSH (Franco and Cidlowski,
2009).

3.1. Funciones de GSH en la mitocondria

Se ha demostrado que GSH en la mitocondria modula peroxidos y otros oxidantes
(Ravindranath and Reed, 1990), [Ca’*] mitocondrial (Beatrice et al., 1984), estado
redox de nucleétidos de piridina (Lotscher et al., 1979), dafio al DNA mitocondrial
(Esteve et al., 1999) y poro de transicion mitocondrial (Chernyak and Bernardi, 1996).
También se ha asociado a la activacion de vias de sefializacion y expresion de genes
reguladores de apoptosis y crecimiento y diferenciacion celular (Filomeni et al., 2002;
Hammond et al., 2001). En el organulo, GSH tiene un papel primordial en la
eliminaciéon de H,O,, produciéndose dafio oxidativo por el peroxido a partir de un

descenso del contenido de GSH mitocondrial superior al 40% (Garcia-Ruiz et al., 1995).

2.1.1. Modulacién de proteinas mitocondriales.

En la mitocondria se han identificado proteinas glutationiladas, de vital importancia
para el correcto funcionamiento mitocondrial, tales como determinadas subunidades del
complejo | (Taylor et al., 2003), complejo 1V (Fratelli et al., 2002; Fratelli et al., 2003),
aconitasa (Han et al., 2005), piruvato deshidrogenasa (Odin et al., 2001), succinil-CoA
transferasa y ATP sintasa (Garcia et al., 2010); ésta Ultima es una de las primeras en
perder su funcion tras la glutationilacion inducida por H,O,. En general, la
glutationilacion tiene funciones de proteccion de los tioles en las proteinas, en
situaciones de estrés oxidativo severo. Sin embargo, en condiciones fisioldgicas, la

glutationilacion de estas proteinas se asocia a una disminucién de su actividad, siendo
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necesaria la actividad de la Grx2 (Ver apartado 4.7) para la recuperacion de la actividad
normal (Holmgren et al., 2005).

3.1.2. Importancia de GSH mitocondrial en la apoptosis.

La disminucién prolongada de GSH mitocondrial estd conectada al
desencadenamiento de apoptosis, lo que predispone las células a la permeabilizacién
mitocondrial y la activacion de caspasas. La peroxidacién de cardiolipina, liberacién de
citocromo c, sensibilizacion a TNF o formacion del poro de transicion mediada por Bax,
son algunos de los eventos que se observan tras una disminucion acusada y sostenida de
GSH mitocondrial (Garcia-Ruiz et al., 2003; Ghibelli et al., 1999; Mari et al., 2009).

3.1.3. GSH mitocondrial y neurodegeneracion.

La importancia de GSH mitocondrial en la supervivencia neuronal se ha demostrado
en modelos in vivo e in vitro (Mari et al., 2009; Muyderman et al., 2004; Sims et al.,
2004). La pérdida selectiva de GSH mitocondrial en modelos de isquema cerebral,
causa un dafio cerebral, que se reduce en >60% con el tratamiento previo con éster de
GSH (Anderson et al., 2004a). En modelos murinos de enfermedad de Alzheimer, el
colesterol mitocondrial modula la neurotoxicidad por péptido p-amiloide a traves de una
deplecion selectiva de GSH mitocondrial (Fernandez et al., 2009). En la enfermedad de
Parkinson, se ha demostrado que la pérdida de GSH es uno de los eventos bioquimicos
que preceden al desarrollo de la enfermedad (Perry and Yong, 1986), afectando al
funcionamiento mitocondrial por disminucion de los niveles de dopamina y de la
actividad del complejo | mitocondrial (Bharath and Andersen, 2005). Asi, el GSH
mitocondrial parece estar intimamente implicado en el control de patologias del sistema

nervioso central (SNC).
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3.1.4. GSH mitocondrial y envejecimiento.

En modelos murinos de envejecimiento se ha observado un progresivo descenso de
la razon GSH/GSSG en mitocondria, asociado aun incremento de GSSG y disulfuros de
GSH (proteina-SSG) con la edad (Rebrin et al., 2003). Estos cambios son mas acusados
en tejidos como cerebro, higado o masculo esquelético (Rebrin et al., 2003). Es mas, el
aumento de la oxidacion y la disminucion de GSH mitocondrial se asocia a un mayor
dafio en el DNA mitocondrial, que se previene con antioxidantes (de la Asuncion et al.,

1996) o mediante restriccion calorica (Rebrin et al., 2003).

4. Biosintesis de glutation.

Bajo condiciones fisioldgicas, se pierde poco GSH, probablemente debido al estricto
control de su trasporte, sujeto a regulacion. La disminucion de glutation celular se debe
al eflujo de GSSG a través de la membrana plasmatica. En cualquier caso, ambos
eventos estdn termodinamicamente desfavorecidos dada la gran diferencia entre la
concentracion intracelular (1-12 mM) y extracelular (2-20 pM, salvo en &cidos biliares)
de GSH (Griffith, 1999).

La escasa disminucion de GSH por pérdida u oxidacion, se compensa por el
incremento en su sintesis de novo, la cual esta regulada por, al menos, tres factores: a) la
expresion de la enzima limitante de su sintesis (GCL), b) la disponibilidad de
precursores, especialmente L-cisteina y c¢) la retro-inhibicion de GCL por GSH
(Griffith, 1999; Wu et al., 2004). A estos factores se le pueden afiadir otros moduladores
secundarios, tales como los eventos de fosforilacion y nitrosacion de GCL, que regulan
la sintesis de GSH. Como se ha mencionado, el suministro de precursores es
determinante para la sintesis de GSH (Tabla I1), donde la cisteina tiene un papel
esencial por tratarse del aminoacido limitante de la misma (Wu et al., 2004). Por el
contrario, la administracion exdgena de GSH es poco efectiva para incrementar su
propia concentracion celular, ya que no se importa por las células y se degrada
rapidamente (Griffith, 1999).
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Concentraciones del GSH y sus precursores

GSH
Célula 1-12mM (Do et al., 2009; Cooperet al.,
Citosol 5-11 mM 1997)
Mitocondria  3-15mM
Nucleo
Extracelular (Wu et al., 2004; Ballatori et al.,
Plasma 2-20 uM 1998 Ristoffet al., 2002)
Acidos 10mM
biliares 0.5-10mM  (Daltonet al., 2004; Zeevalk, et
Tejido 7.9mM al., 2008; Dringen et al., 2000)
Higado 5.7 mM
Riiion 1.6 mM
Pulmones 1.4mM
Pancreas 1.6mM
Bazo 0.5 mM
Corazon 1-3mM
Cerebro 2.5mM
Neuronas 3.8-8mM
Astrocitos
ATP 1-7mM (Chenet al., 2005)
o 0.15mM- Lu et al., 2009; Ristoft et al.,
0.25mM 20023)
Glutamato 1-4mM (Griffith et al., 1999)
Glicina 1.5-2mM (Wuet al., 2004)

Tabla Il. Concentraciones de GSH y sus precursores. Pese a las diferencias en valores absolutos,
las concentraciones en los compartimentos celulares son similares. En tejido, existe una alta
variabilidad en los niveles de GSH. Por su parte, la concentracion de GSSG varia entre 0.086 y 0.149
mM, salvo en plasma, donde es de 0.019 mM.

La sintesis de GSH tiene lugar en dos reacciones dependientes de ATP, donde la
primera es catalizada por la glutamato cisteina ligasa (GCL, GSS, Gshl o GshA),
formando el dipéptido y-glutamilcisteina (yGC); en la segunda reaccion se incorpora
glicina mediante la glutatién sintetasa (GSS, Gsh2 o GshB) (Dringen, 2000; Njalsson,
2005). Este mecanismo es comun para la mayoria de organismos, aunque existen
especies en las que esta funcidn puede ser asumida por una Unica proteina. De hecho,
mediante analisis bioinformaticos se ha demostrado que algunos procariotas carecen de
la GshA, a pesar de que acumulan GSH. Ello ocurre a través de la formacion del

tripéptido mediada por la sintesis de y-glutamilfosfato que, tras su reaccion con cisteina,
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puede ser utilizada por la GshB para producir GSH (Veeravalli et al., 2010). De no ser
utilizado el y-glutamilfosfato, puede ciclarse y acumularse 5-oxoprolina (Veeravalli et
al., 2010).

4.1. Biosintesis de GSH en el Sistema Nervioso.

Aunqgue las neuronas expresan toda la maquinaria necesaria para la biosintesis de
novo GSH, los astrocitos aumen mayoritariamente esta funcion. Estas células gliales
exportan GSH a una velocidad de 2.1 nmol/h - mg proteina, pudiendo ser capacesen 1 h
de liberar el 10% de su contenido en el tripeptido (Dringen et al., 1997a), cuyo reciclaje
tiene una vida media de 5 h (Devesa et al., 1993); asi, cuanto mayor es la concentracién
de GSH en los astrocitos, mayor sera su liberacién. Un fenémeno similar ocurre para los
precursores de GSH, que las neuronas utilizan para sintetizar GSH (Sagara et al., 1996).

El GSH liberado de los astrocitos puede sufrir una posterior transpeptidacion a
cisteinilglicina (CysGly) y vy-glutamil-aminoacido, catalizada por la y-glutamil
transpeptidasa (GGT) (Esquema Il1). La transpeptidacion por GGT es el primer paso
en la captacion de GSH por las neuronas, ya que la adicion de cisteina o cistina al
correspondiente dipéptido es mas efectiva que un supuesto transporte de GSH no
hidrolizado (Sagara et al., 1993; Zeevalk et al., 2008). La neuronas también pueden
captar directamente la CysGly a través de la aminopeptidasa N (ApN) e incorporarla a
la biosintesis de GSH (Dringen et al., 2001)

Las neuronas utilizan aridamente la CysGly, NAC o y-glutamilcisteina (yGC) como
precursores de GSH, siendo imprescindible su escision previa mediante dipeptidasas
(Dringen, 2000; Martin and Teismann, 2009). En el caso de yGC, ésta puede formarse
por la transpeptidacion del grupo y-glutamilo del GSH con cisteina o cistina libre y ser
utilizada también en astrocitos, en los cuales no es necesaria su hidrdlisis para la
formacion de GSH (Dringen et al., 1997a). En menor medida, el GSSG se puede liberar
de los astrocitos, tal y como se ha demostrado con otros tipos celulares, y servir como

precursor de la sintesis de novo de GSH en neuronas (Dringen, 2000).
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Glu NA
Gln N,A
Cys N,A
Cistina A

Gly N,A
yGC N.A
Cysgly N,A

(Cysgly) ox A
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Esquema I11. Sintesis de GSH en el sistema nervioso. La mayoria de la sintesis de GSH en el sistema
nervioso se realiza por los astrocitos. La utilizacion de precursores para este proceso difiere con respecto a
las neuronas, en especial en lo referente al uso directo de cistina y cisteinil-glicina oxidada (Cysgly).x. Las
dipeptidasas y la aminopeptidasa N (ApN) permiten la utilizaciéon de CysGly por la neurona, una vez
escindido. En la parte superior aparecen los principales precursores que pueden ser utilizados en neuronas
(N) o astrocitos (A) para la sintesis de GSH.

4.2. Moduladores de la sintesis de GSH.

La concentracion de GSH esta regulada por factores que afectan a su sintesis o
degradacion. Los maés relevantes son los activadores, que incrementan la concentracion
de GSH mediante la modulacion de la GCL. El estrés oxidativo y nitrosativo, las
citoquinas inflamatorias, la insulina o la conjugacién de GSH son eventos que pueden

incrementar la transcripcion o actividad de esta proteina (Lu, 2000; Wu et al., 2004). En
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este sentido, tienen una alta relevancia las secuencias (GTGACNNNGC) de elementos
de respuesta antioxidante (ARE), localizadas principalmente en las regiones promotoras
en genes que codifican para proteinas de detoxificacion de compuestos o de respuesta
antioxidante [Kang, 2005, 1644]. Nrf2 es un factor de transcripcion de la familia bZIP
(basic leucine zipper), normalmente se encuentra secuestrado en el citosol mediante la
proteina represora Keapl. En situaciones de estrés oxidativo, es capaz de tranaslocarse
al nucleo y formar heterodimeros con miembros de la familia Maf y unirse a secuencias
ARE, promoviendo la transcripcion de genes de proteinas antioxidantes [Minelli, 2009,
1144; Kang, 2005, 1644]. Asi, mediante este mecanismo, Nrf2 promueve la
transcripcion de ambas subunidades de la GCL. Otros factores neurotréficos como el
factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), el factor neurotrofico derivado de
células gliales (GDNF), de cerebro (BDNF), o nervioso (NGF), han demostrado
también su eficacia en la eliminacion de ROS mediante el incremento de la sintesis de
GSH o de enzimas implicadas en su metabolismo (Dringen, 2000).

Durante episodios de reduccion del aporte de glucosa, por ejemplo, en diabetes o
ictus, la sintesis de GSH disminuye (Griffith, 1999; Papadopoulos et al., 1997), dada la
dependencia de ATP en su sintesis (Suzuki and Kurata, 1992).

La disponibilidad de aminoacidos precursores como la cisteina es esencial por
tratarse del aminoacido limitante de la biosintesis de GSH (Sagara et al., 1993). Por su
parte, el aporte de glutamato depende de la degradacién proteica y de su sintesis de
novo. Asi, en astrocitos, la glutamina, asparragina, ornitina y prolina convertirse en
glutamato (Dringen, 2000). Ademas, el glutamato inhibe la captacion de cistina cuando
la concentracion de glutamato extracelular es alta, intercambiandose con ella por el
sistema Xc de transporte (Teshigawara et al., 1995). Ni el glutamato ni la glicina son
limitantes en la biosintesis de GSH, dada sus altas concentraciones intracelulares
(Dringen et al., 1999; Wu et al., 2004).

La cisteina, tercer aminoacido necesario para la sintesis de GSH, solo es capaz de
comprometer la biosintesis del tripéptido en situaciones de desnutricion, sepsis,
inflamacion u oxidacion en respuesta a altos niveles de glucagon o diabetes (Wu et al.,
2004).
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5. Enzimas del metabolismo de GSH

5.1 Glutamato Cisteina Ligasa (GCL)

La glutamato cisteina ligasa (GCL, EC 6.3.2.2) es la enzima limitante en la
biosintesis de glutatién, que precisa de Mg**, Mn?* y ATP como cofactores. El
mecanismo de la reaccién de la GCL incluye un primer paso en el que L-glutamato y
ATP forman un grupo y-glutamilfosfato que, posteriormente, reacciona con L-cisteina

para dar lugar a y-glutamilcisteina (yGC), dipéptido precursor de GSH (Griffith, 1999).

L-glut+ ATP -2 gamma-g

GCL es heterodimérica, constituida por una subunidad pesada o catalitica de 73 KDa
(GCLy 0 GClLcy) Y una subunidad ligera o moduladora, con un peso de 30 KDa (GCL
0 GCLmog) (Huang et al., 1993a; Huang et al., 1993c; Yan and Meister, 1990). En
humanos, la GCLy se ha mapeado en el gen 6p12, con un Unico transcrito (Huang et al.,
1993a), mientras que la GCL_ se encuentra en el gen 1p21-p22, con dos transcritos
(Gipp et al., 1995; Tsuchiya et al., 1995). En cambio, en levaduras y bacterias se ha
descrito un anico gen (Dalton et al., 2004).

La GCL_ es enzimaticamente inactiva, pero tiene un papel fundamental como
moduladora de la actividad catalitica y de la inhibicion competitiva no alostérica por
GSH. Esta inhibicion se debe fundamentalmente a la interferencia del tripéptido con el
sitio de union del glutamato y a otro sitio modulador en la enzima, de forma
dependiente del grupo tiol del GSH [Richman, 1975, 1422; Seeling, 1984, 9345]. Ello

produciria un cambio conformacional en la GCL, que inhibe la enzima
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Constantes cineticas de GCL

GCLy Km glut (mM) Km cys(mM) Ki GSH (mM)

Rata (Huanget al , 1993b; Huang et 1820 0.20 1.80
al.,1993¢; Richman and Meister, 1975)0]

Humano (Misra and Griffith, 1998; 3.20-3.50 0.13-0.50 1.00
Tu and Anders, 1998)]

Raton (Chenetal  2005; Krejsa et 1.60-2.20 0.14-0.27 023
al_2010)5]

GCLy .,
Rata (Huangetal , 1993b; Huanget 1.40 0.20-0.35 2.30-8.20
al ,1993¢c; Richman and Meister, 1975)

Humano (Misra and Griffith, 1998: 0.70-1.90 0.10-0.80 220-330
Tu and Anders, 1998)

Raton (Chenetal  2005; Krejsa et 0.48-0.86 0.17-022 1.30
al.2010)

Tabla I11. Cinética de la GCL. Constantes cinéticas de la GCL para distintas especies. La formacién
de la holoenzima (GCLy) disminuye la Km para los sustratos y aumenta la Ki para el GSH, con res-
pecto a la subunidad catalitica dela enczima (GCLy).

En comparacion con GCLy en solitario, la subunidad moduladora contribuye a
aumentar la K; para el GSH y disminuir la K, para el ATP (Chen et al., 2005) y para el
glutamato (Huang et al., 1993a; Huang et al., 1993c) (Tabla I1I), haciendo que esta
constante sea menor que la concentracion fisioldgica de glutamato en la mayoria de
tejidos (1-4 mM) (Dalton et al., 2004; Griffith, 1999). Sin embargo, en la especie
humana, como en raton, la Ky, para glutamato es similar entre la holoenzima (GCLpgo) Y
la GCLy (Dalton et al., 2004), lo que se manifiesta en la viabilidad de ratones ko para la
GCL_, a pesar de presentar un descenso dramatico en los niveles de GSH (Yang et al.,
2002b). En estas especies, la K; para el GSH también es similar entre la GCLy y la
GClLoo (Griffith, 1999) y la K, para la cisteina no se encuentra modulada por la GCL_
(Chen et al., 2005). La Ky para la cisteina es de 0.1-0.3mM, convirtiéndolo en el
aminoacido limitante de la sintesis de GSH, por su similitud a la concentracion de
cisteina en tejido (0.15 mM-0.25 mM) (Lu, 2009).

5.1.1 Regulacion de GCL.

La actividad de la GCL determina la velocidad de sintesis de GSH. La GCL se regula

a nivel transcripcional y post-transcripcional, incluyendo variaciones en la estabilidad
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del mRNA vy modificaciones post-traduccionales. Asi, bajo estrés oxidativo, la
formacion de GSSG promueve un incremento en la afinidad de la GCL por glutamato
(Griffith, 1999 Soltaninassab, 2000, 163; Huang et al., 1993c).

La GCLy es limitante de la sintesis de GSH, ya que la sobreexpresion de esta
subunidad es suficiente para incrementar las concentraciones del tripéptido (Diaz-
Hernandez et al., 2005; Huang et al., 1993c; Soltaninassab et al., 2000). El promotor de
esta subunidad, contiene secuencias consenso para elementos de respuesta antioxidante
(ARE, GTGACNNNGQC) vy electrofilos (EpRE, TGACTCA); este Gltimo se encuentra
3.1 Kb corriente arriba del sitio de transcripcién de GCLy 0 263 y 32 bases corriente
arriba del de GCL,_ (Wild et al., 1999). Mientras a ARE puede unirse Nrf2, EpRE se
puede unir la familia de proteinas activadoras AP-1, que incluye a las proteinas Jun y
Fos (Rahman, 2005). Este factor de transcripcion de expresion de enzimas de
detoxificacion en fase Il que es critico para la induccién constitutiva de GCLy,
localizado en una region proximal a una caja TATA (Rahman, 2005; Townsend et al.,
2003). El factor de transcripcion nuclear kappa-B (NFkB), presente en el promotor de
GCLy, también puede inducir su expresion en respuesta al factor de necrosis tumoral o
(TNFa) o a estrés oxidativo (Rahman, 2005). Otros activadores de la transcripcién de
GCL son Sp-1, AP-2, o el elemento de respuesta a metales (MRE) (Lu, 2009). También
existen dos secuencias E-box (CACATG) a la que se pueden unir c-Myc 0 N-Myc en
respuesta a H,O, (Benassi et al., 2006; Veas-Perez de Tudela et al., 2010). Las
secuencias ARE, EpRE y E-box estan presentes igualmente en el promotor de GCL, de
manera que puede regularse por factores comunes a los que incrementan la sintesis de
GCLy (Lu, 2009).

La regulacion post-transcripcional de la GCLy se basa fundamentalmente en la
estabilidad del mMRNA y en modificaciones post-traduccionales. La GCLy disminuye su
actividad al fosforilarse por proteina kinasa A (PKA), proteina kinasa C (PKC) o
proteina kinasa dependiente de Ca®*-Calmodulina Il (CMK) (Lu, 2009; Soltaninassab et
al., 2000). Por el contrario, este tipo de fosforilacién no se ha observado en GCL_
(Soltaninassab et al., 2000). A la inhibicion de la holoenzima puede contribuir la
nitrosilacion por NO o por compuestos nitrosilados, que pueden transnitrosilar tioles del
sitio activo (Griffith, 1999). Por otro lado, en determinadas formas de apoptosis, la
caspasa 3 es capaz de escindir la GCLy (Franklin et al., 2002), contribuyendo a la

muerte celular con una disminucién de los niveles de GSH.
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5.1.2. Deficiencia de GCL.

La importancia de la GCL y del metabolismo del GSH queda patente por los efectos
causados en pacientes que presentan inhibicion de la enzima. En estos, suele verse
alterada la region codificante de la GCL, que altera su actividad catalitica (Dalton et al.,
2004). Las alteraciones mas comunes por deficit de GCL son anemia hemolitica,
dislexia y acidosis metabdlica, junto a fallos neuroldgicos como retraso mental,
degeneracion espino-cerebelar o alteraciones neuromusculares (Njalsson, 2005). Existen
polimorfismos del gen de la GCL que determinan alteraciones en la concentracion de
GSH, y mutaciones en la region promotora de la GCLy dan cuenta de un descenso del
50% en las concentraciones de GSH. Por su parte, ciertos polimorfismos de la GCL_
determinan riesgo de infarto de miocardio y defectos en la funcion vasomora arterial
coronaria (Dalton et al., 2004).

Mientras los ratones heterozigotos presentan solo un ligero descenso de los niveles
de GSH, los homozigotos deficientes en la subunidad catalitica de la enzima (GCLy ™)
carecen por completo de la sintesis de novo de GSH y no gastrulan en el dia de
gestacion 8.5 (E8.5), presentando signos de apoptosis desde E7.5 (Dalton et al., 2000;
Shi et al., 2000). Los fallos derivados de la ausencia de la proteina no pueden ser
rescatados mediante la administracion de NAC (Shi et al., 2000) o etil éster de GSH
(Dalton et al., 2000) en embriones, aunque si en blastocistos en cultivos.

A diferencia de la subunidad catalitica o pesada, los ratones ko para GCL, (GCL.")
son viables, pero presentan menor ganancia de peso y tienen menores niveles de GSH
(Ristoff et al., 2002). Resulta muy Ilamativo que los ratones GCL_ ", a pesar de tener
una deficiencia de ~90% en GSH, no presentan consecuencias fisiologicas relevantes,
salvo una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo y una disminucion de los niveles de
cisteina, especialmente en tejidos con altos niveles de y-glutamil-transpeptidasa (GGT)
(Dalton et al., 2004; Yang et al., 2002b).
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5.2. Glutation Sintetasa (GSS).

La glutation sintetasa (GSS, EC 6.3.2.3) es la enzima que afade glicina a yGC para
formar GSH en una reaccion que requiere ATP. Es en un homodimero con subunidades
de 52 KDa, unidas en entre si por fuerzas no covalentes (Griffith, 1999) y ampliamente
conservada entre especies (Gushima et al., 1984).

El sitio activo de la enzima es altamente especifico para la union de la glicina y la
cisteina de la yGC, pero no para el grupo y-glutamilo, que puede ser reemplazado por

varios homologos (Lu, 2009).

YGC+ATP > yGC-fosfato > GSH

La Km para ATP y glicina es de 0.04 y 0.9 mM respectivamente, encontrandose por
debajo de las concentraciones fisioldgicas de ATP (2-4 mM) y glicina (1.5-2 mM) en el
higado de rata (Wu et al., 2004). Dependiendo del tejido, su actividad es superior a la
de la GCL; esto es, de 2-5 veces en higado y hasta un 36% superior en musculo
esquelético (Lu, 2009). La K, de la GSS es ~I12 veces menor que la 7v-
glutamilciclotransferasa (GCT) para yGC.

5.2.1 Regulacidn de la GSS.

A pesar de haberse clonado sus promotores (Lee et al., 2005; Yang et al., 2002a), la
regulacion de la GSS se conoce menos que la de GCL. El promotor de la GSS en rata
contiene sitios de unién para AP-1 o NF1, que pueden actuar como potenciadores o
inhibidores, respectivamente (Yang et al., 2002a). En humanos, Nrfl y Nrf2 pueden
inducir el promotor de la GSS, siendo Nrf2 necesario para la expresion basal de la
enzima (Lee et al., 2005).

La induccion de la actividad de la GSS puede incrementar las concentraciones de
GSH, pero Unicamente cuando estd acompafiada de un incremento de la expresion o
actividad de la GCL (Lu, 2009; Njalsson, 2005).

25



Introduccion

5.2.2 Deficiencia de GSS.

La pérdida de funcion de la GSS es letal [Shi ZZ, 1996, 362; Dhal, 1997, 1147], tal y
como sugieren los estudios en humanos con deficiencia de esta enzima. Asi, se ha
observado un 25% de mortalidad neonatal por infecciones, convulsiones y desbalance
electrolitico durante el periodo postnatal y nifiez (Njalsson, 2005; Ristoff et al., 2002).
La gravedad de la patologia en estos pacientes depende del nivel de inactivacién de la
enzima. Hay una forma moderada de la patologia, que cursa con anemia hemolitica, y
una forma severa, caracterizada por 5-oxoprolinuria y acidosis metabolica (Polekhina et
al., 1999). Estos pacientes también presentan retraso mental y alteraciones motoras
(Ristoff and Larsson, 1998), sugiriendo un papel esencial de GSH en la funcionalidad
neuroldgica y neuromotora.

Como consecuencia de la inhibicion de la GSS, se produce un exceso de yGC, que
por accion de la y-glutamilciclotransferasa (GCT) se convierte en cisteina y 5-
oxoprolina. Esta es responsable de la acidosis metabélica, al superar la capacidad de la
5-oxoprolinasa (5-OPasa) [Meister, 1995, 1461; Njalsson, 2005, 1938], lo que permite
utilizarla como método de diagnostico de la enfermedad. En estos pacientes se ha
propuesto que la YGC puede actuar como sustituta de GSH, ya que la suma de las
concentraciones del dipéptido y GSH remanente en estos individuos es similar al
contenido de GSH en individuos control (Ristoff et al., 2002).

En levaduras, la inhibicién de la Gshl (homdloga a GCL en mamiferos) causa
disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo, lo que les impide crecer en medio minimo
sin adicidn exdgena de GSH. Sorprendentemente, estos efectos no se observan al inhibir
la Gsh2, homdloga de GSS (Grant et al., 1997).

5.3. y-glutamil transpeptidasa (GGT).

La y-glutamiltranspeptidasa (GGT, EC 2.3.2.2) es la Unica enzima del metabolismo
del glutation que se encuentra en la membrana plasmatica. Alli hidroliza GSH, lo que
permite suministrar cisteina y precursores de glutation, a través del ciclo de y-glutamilo.

De hecho, hay una forma soluble plasmatica que sirve de diagnostico en enfermedades
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hepaticas, biliares y pancreaticas (Pompella et al., 2007). Debido a su funcién en la
sintesis y reciclaje del GSH, ademés de en la detoxificacion de xenobidticos, se
considera un componente esencial en la defensa frente al estrés oxidativo (Paolicchi et
al., 2002; Paolicchi et al., 2003) (Esquema 1V). Otras funciones de la enzima son la
modulacion de la S-tiolacion de proteinas, detoxificacion extracelular o catabolismo de
GSNO (Pompella et al., 2007).

Nrf2 induce GGT de manera conjunta a GCL, tal y como se observa en tumores
humanos, donde suministra precursores para la sintesis de GSH vy, por tanto, contribuye
a la resistencia frente a la quimioterapia (Pompella et al., 2007).

Los ratones deficientes de GGT (GGT™), presentan una disminucién crénica de
GSH, bajos niveles de cisteina plasmatica, inmadurez sexual, retraso del crecimiento,
desarrollo de cataratas y muerte prematura (Lieberman et al., 1996; Will et al., 2000).
Las mitocondrias de higado de estos ratones tienen un 50% de reduccion en el
contenido de GSH y el RCR (Respiratory Control Ratio). Otros efectos mitocondriales
son la disminucion de la fosforilacion oxidativa y ATP, que pueden revertirse con la
administracion de NAC (Will et al., 2000).

5.4. Glutation S-transferasa (GST)

La GST (EC 2.5.1.18) pertenece a una familia compuesta por enzimas diméricas
multifuncionales, con formas citosodlica (a, yu, @, o, T, Q Yy (), mitocondrial (k) o
microsomal (MAPEG). Entre estas isoformas existen grandes variaciones en la cinética
y especificidades (Hayes et al., 2005). Su principal actividad es catalizar la conjugacién
de GSH con determinados electrofilos por mediacion del grupo sulfhidrilo (Douglas,
1987) (Esquema 1V), resultando en sustitucion o adicion nucleofilica segun el sustrato.
Sin embargo, la enzima puede utilizar otros tioles como la yGC, siendo la Km para la
vGC 6-20 superior que para GSH (Sugimoto et al., 1985).

Los procesos de conjugacion mediados por la GST son prevalentes en el higado
(Kim and Lee, 2007) y la convierten en una de las principales enzimas de eliminacion
de perdxidos lipidicos y xenobidticos en fase Il. Una vez producida la conjugacion y

formacion del grupo GS-hidrofobico, este se exporta al exterior celular a traves
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proteinas MRP (Multidrug Resistant Proteins, descritas en el apartado 5) y
metabolizado a mercaptopuratos (Hayes et al., 2005).

Los genes de las clases a, u y 7 pueden inducirse por agentes quimioprotectores, lo
que contribuye a la actividad anticarcinogénica (Kensler, 1997). Ademas, varios
factores de crecimiento, pro-oxidantes y agonistas de receptores activados de
proliferacion de peroxisoma (PPARy) aumentan la expresion de GST. Tiene especial
relevancia el sitio de union a Nrf2 en el promotor de GSTs en la induccion de su

actividad (Kim and Lee, 2007).
X+y-Glu-CysSH-Gly

Los modelos de ko para las distintas
. . i GST
isoformas de GST son mas sensibles a +
xenobidticos, estrés oxidativo o infecciones ¥-Glu-CyS-Gly
. . X
bacterianas, y muestran mayor deprivacion de
. : i L. 1-Glu GGT
la respuesta antiinflamatoria o inmunologica,
segun el tipo de GST afectada (Hayes et al., CyS-Gly
2005). A
L Dipeptidasa
En relacion con enfermedades Gly I
CyS-X

neurodegenerativas, mientras que por si misma

L *N—aoeti transferasa
no presenta efectos, la deficiencia en GstS1

(homdloga a GST en humanos) incrementa la N-acetil-Cys-X (acido mercaptopdrico)
pérdida neuronal en modelos de Drosophila
Esquema IV. Eliminacién de compuestos

deficientes en parkina, una de las principales por conjugacién con GSH. La actividad
. de la GST y la GGT permiten la elimina-

proteinas involucradas en la enfermedad de cion de compuestos y xenobiéticos conju-

Parkinson. (Whitworth et al., 2005). gados a GSH.

5.5. Glutation peroxidasa (GPx).

La familia de las glutation peroxidasas (GPx. EC 1.11.1.9) comprende una serie de
hasta cinco proteinas (GPx1-4, y GPx6) que constan de una selenocisteina en su sitio
activo (Toppo et al., 2009). Debido a la alta reactividad de la selenocisteina con el
H.0,, catalizan la reduccién de éste y de hidroperoxidos organicos, normalmente

mediante la utilizacion de GSH o tiorredoxina como cofactores (Maiorino et al., 2007).
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Las GPx son bastante inespecificas en cuanto a sus sustratos oxidantes (Flohe et al.,
1971; Takebe et al., 2002), que incluyen una amplia variedad de hidroperdxidos
organicos y perdxidos lipidicos. Sin embargo, la GPx4 parece la mas especifica, al
presentar la mayor eficiencia en la reduccion de peroxidos lipidicos. Ello permite
proteger y mantener la funcionalidad de las biomembranas, especialmente en
mitocondria (Flohe et al., 1971). La GPx1 también puede reaccionar con una gran
variedad de hidroperoxidos organicos, aunque en el caso de los perdxidos lipidicos,
precisa que éstos sean solubles para su reduccion por la enzima (Toppo et al., 2009).

A pesar de su nombre, salvo para la GPx1 (Flohe et al., 1971; Maiorino et al., 2007,
Takebe et al., 2002), el sustrato donador preferente en las GPx no suele ser el GSH, sino
la tiorredoxina o proteinas relacionadas que contienen el motivo CXXC (cisteina-X-X-
cisteina) (Toppo et al., 2009). Los estudios de especificidad han demostrado que los
grupos carboxilo de glicina o glutamato de GSH median en su unién al centro activo.
Tras la reaccién con el H,0,, la cisteina peroxidatica de la GPx se oxida a acido
sulfénico, condensandose posteriormente con la cisteina del antioxidante para formar un
disulfuro (Fourquet et al., 2008). La union del GSSG no se ha podido modelar,
sugiriendo una rapida liberacion del producto, de acuerdo a la baja inhibicién por
producto de la enzima (Toppo et al., 2009).

En la actividad de las GPx no es limitante en el metabolismo de GSH, ya que no
depende de su concentracion, sino del suministro de NADPH, que en la mayoria de
tejidos depende del ciclo de las pentosas fosfato. Por tanto, el NADPH determina la
capacidad de regeneracion de GSH y, en consecuencia, la rapidez con la que el H,0,
puede detoxificarse por la GPx (Flohe, 2009; Toppo et al., 2009).
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Esquema V. Unién de GSH a GPx1. Modelos basados en la estructura de rayos X de la Gpx1 bovina
oxidada, donde s6lo se representan los dimeros de la estructura tetramércia por simplicidad; los resi-
duos de la segunda unidad, aparecen en marrén. a) Enzima en estado basal, donde se sefialan los resi-
duos implicados en la union a GSH, que aparece en verde en b), y que se orienta mediante fuerzas
electrostaticas para reaccionar con el grupo selénico. c) Se origina asi el intermediario o proteina Se-
glutationilada. d) Finalmente, una segunda molécula de GSH (en magenta) puede atacar la unién sele-
nil-sulfuro. Las lineas discontinuas sefialan puentes de hidrégeno o interacciones ionicas. Adaptado de
Toppo y cols. (Toppo et al., 2009).

En la actividad de las GPx no es limitante en el metabolismo de GSH, ya que no
depende de su concentracion, sino del suministro de NADPH, que en la mayoria de
tejidos depende del ciclo de las pentosas fosfato. Por tanto, el NADPH determina la
capacidad de regeneracion de GSH y, en consecuencia, la rapidez con la que el H,0,
puede detoxificarse por la GPx (Flohe, 2009; Toppo et al., 2009).

Por su relevancia y por tratarse de las unicas GPx’s presentes en la mitocondria, a

continuacion se describen con mas detalle las GPx1 y GPx4.
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5.5.1. GPx1.

Esta isoforma fue la primera identificada de su familia, y da nombre a las GPx,
debido a su alta especificidad para GSH, pese a que otras proteinas de la familia no
presentan dicha especificidad (Toppo et al., 2009). Esta presente en el citosol y matriz
mitocondrial, y es la principal enzima encargada de la eliminacion de H,O, (Brigelius-
Flohe, 1999). A pesar de su relevancia, los ratones ko para la GPx1 son viables y tienen
un desarrollo normal, aunque con una extremada sensibilidad a los dafios oxidativos.
Ello implica que ninguna de las otras selenoproteinas puede competir con la GPx1 en la
defensa frente a un dafio generalizado por H,O, (Toppo et al., 2009).

En el estudio sistemético de su reactividad con diversos compuestos, se determind
que los grupos carboxilos de GSH se unen a las cargas positivas de la enzima (Flohe et
al., 1971). Ello se confirmé mediante el modelado molecular de la unién de GSH al
centro activo (ver esquema V), donde cuatro argininas y una lisina confieren el
ambiente electrostatico por el que GSH el orientado en el centro activo de forma que el
grupo sulfhidrilo debe reaccionar con el selenio o, tras la entrada de una segunda

molécula de GSH, con el sulfuro de selenio (Toppo et al., 2009).

5.5.2. GPx-4.

La GPx4 tiene el sitio menos especifico de la GPx para la union de sustratos, entre
los cuales no suele encontrarse la tiorredoxina (Trx), pero si el GSH. Puede reaccionar
con cisteina (Takebe et al., 2002) y con una larga variedad de tioles proteicos (Toppo et
al., 2009). Aunque puede interferir ligeramente con la GPx1 en la utilizaciéon de
distintos sustratos, la GPx4 tiene muy poca relevancia en el metabolismo del H,0, v,
sin embargo, es trascendental en la reduccidn de perdxidos lipidicos libres o asociados a
membrana. Asi, es la unica proteina de su familia capaz de reducir hidroperoxidos
integrados en las membranas lipidicas, contribuyendo asi a antagonizar la accién de
determinadas lipooxigenasas involucradas en apoptosis celular (Toppo et al., 2009).
Esta capacidad protectora de membranas puede contribuir a explicar la letalidad

prenatal observada en los ratones GPx4™ (Yant et al., 2003).
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5.6. Glutation reductasa (GSR).

La GSR (EC 1.6.4.2), presente tanto en citosol como en mitocondria y es un dimero
de 120 KDa. Constituye la mayor forma de regeneracion del GSH a partir de su forma
oxidada y, por tanto, un sistema de mantenimiento del estado redox celular (Rahman et
al., 1999) y de defensa frente al dafio oxidativo [Tandogan, 2006, 230; Kelner, 2000,
366]. En este proceso, la enzima utiliza NADPH como cofactor, el cual también inactiva
a la proteina tras la reduccion del GSH (Rahman et al., 1999). La GSR se puede
presentar en su forma mitocondrial o citosolica, indistinguibles bioquimicamente
(Kelner and Montoya, 2000).
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Esquema V1. Enzimas del metabolismo del GSH. Principales enzimas y reacciones en las que el GSH
es utilizado en la célula. Tras la reduccion de agentes oxidantes, en especial H,O, por la glutation peroxi-
dasa (GPx), el GSH es reducido mediante la glutation reductasa (GSR). La glutarredoxina (GRX) permite
la conjugacion con proteinas o la reduccion del Dihidroascorbato. Mediante glutation transferasa (GST)
es posible la formacion de conjugados, que son exportados al espacio extracelular. Alli, la y-glutamil-
transpeptidasa (GGT), escinde los conjugados y comienza el reciclaje del GSH. En la detoxificacion de
ROS participan otros sistemas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (Cat).

32



Introduccion

5.7. Glutarredoxinas (GRX).

Las glutarredoxinas (Grxs. EC 1.20.4.1) son oxidorreductasas versatiles con un
sitio activo Cys-Pro-Tyr-Cys, encargadas de glutationilar proteinas de forma reversible,
reduciendo disulfuros mixtos mediante la utilizacion de GSH como agente reductor
(Zeevalk et al., 2008). Constituidas por cuatro isoformas en humanos y distribuidas en
distintos compartimentos celulares, como el citosol (Grx1) o la mitocondria (Grx2), se
ha demostrado su participacion en la regulacion de la apoptosis (Franco and Cidlowski,
2009). Tanto la Grx1 como la Grx2 estan presentes en el cerebro; de hecho, la Grx1 es
exclusivamente neuronal (Balijepalli et al., 2000). Poseen actividad como
dihidroascorbato reductasa (Wells et al., 1990), sugiriendo su participacion en el
reciclaje de ascorbato en neuronas, especialmente en estrés oxidativo (Zeevalk et al.,
2008). Los cambios en la tiolacion de proteinas promovidos por Grxs, le confieren la
capacidad de modular la expresion génica. Asimismo, pueden también intervenir en la
sintesis y reparacion de DNA o de proteinas, asi como en vias de sefializacion celular
ligadas al metabolismo del GSH (Dalle-Donne et al., 2007).

5.8. Enzimas que utilizan GSH en la mitocondria.

Debido a la ausencia de catalasa en la mitocondria, el GSH es el principal cofactor
encargado de eliminar H,O, en el organulo, siendo necesaria la participacion de GPx1
(Mari et al., 2009). Los disulfuros de proteinas unidas a GSH se pueden reducir por
Grx2. En el mantenimiento del estado reducido de los tioles de proteinas contribuye,
asimismo, el sistema tiorredoxina (Trx)-Trx reductasa (TrsR), pudiendo interaccionar la
tiorredoxina también con la peroxirredoxina Il (PrxIIl), exclusiva de mitocondria para
la detoxificacion de perdxidos de hidrogeno e hidroperdxidos lipidicos (Mari et al.,
2009).

Por otro lado, la GPx4, localizada mayoritariamente en el espacio intermembrana
mitocondrial, se considera critica en la defensa frente al dafio oxidativo en membranas
por su actividad reductora de hidroperoxidos. De ahi su funcion esencial para la
supervivencia de ratones GPx4”" (Yant et al., 2003). En la proteccién de membranas

mitocondriales frente al estrés oxidativo, también participa la GST (Chen et al., 2002);
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sin embargo, la principal funcién de la GST mitocondrial (isoforma «), es la
conjugacion del GSH con electréfilos endogenos o xenobidticos (Hayes et al., 2005).

6. Transporte y metabolismo del GSH.

Una considerable proporcién de GSH se exporta de la célula, lo que constituye un
paso esencial en su reciclaje (Ballatori et al., 2005; Ballatori et al., 2009). Este reciclaje
de GSH es rapido, con una vida media de 2 a 6 h en células, y de segundos a minutos en
plasma (Meister and Anderson, 1983; Meister and Tate, 1976). El rapido catabolismo
por GGT y dipeptidasas reducen la concentracién de GSH en plasma a 2-20 uM. (Wu et
al., 2004). Estas dos enzimas se encargan de aportar precursores (Glu, Cys, Gly, Cys-
Gly y otros péptidos formados por transpeptidacion (Meister and Anderson, 1983) a la
célula, donde participan en la sintesis de novo de GSH. Ello ocurre tras la captacion de
los precursores por varios transportadores de aminoacidos como Pept2, encargado de la
reabsorcion de Cys-Gly y otros di y tripéptidos (Ballatori et al., 2009; Frey et al., 2007).

Aunque un pequefio porcentaje proviene de la dieta, el GSH plasmatico procede
principalmente del higado, de donde se exporta como tal o0 como y-Glu-(Cys), por la
actividad GGT. A diferencia de GSH o GSSG, y-Glu-(Cys), si se puede importar por
las células para sintetizar GSH (Wu et al., 2004). Por su parte, glutamato y cisteina se
importan a través del sistema de transporte de aminoacidos X.', mientras que glicina lo
hace por medio del transportador GLYT (Howard et al., 2010) o por ASC, éste ultimo
también compartido con la cisteina (Kiessling et al., 2000).

El GSH se exporta mediante un transporte dependiente de transportadores (Ballatori
et al., 2009; Wu et al., 2004). Asi, en el transporte de GSH invervienen algunos
miembros de la familia de proteasas ABC (ATP Binding Cassette) asociadas a
resistencia multiple a drogas (MRP/CFTR o ABCC), ademas de proteinas de la familia
de transportadores de polipéptidos (OATP o SLC21A) (Franco and Cidlowski, 2006;
Hammond et al., 2007; Li et al., 1998b; Mahagita et al., 2007) (Esquema VII). Las
proteinas Mrp funcionan en general como bombas de exporte de aniones organicos con
gasto de ATP y median el eflujo de GSH, asi como de GSSG, GSNO y complejos de
GSH-metal (Ballatori et al., 2009; Suzuki and Sugiyama, 1998). Sin embargo, no se ha
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descrito el mecanismo de exportacion y se desconce si el GSH es un sustrato propio o
actia como cotransportador o facilitador del transporte de otros sustratos a través de
MRP (Ballatori et al., 2009).

Aniones
organicos
GSH GSH
Glu
Na™ GSSG
K!
Cys
: GSH
Na'm—
Gly
: GS-Conjugados
Ma '
C’YS‘S‘RT Cys-S5-R
k‘—. Acido mercaptopirico
' N-Acetil Transferasa

Esquema VII. Sistemas de transporte del GSH. El exporte celular de GSH puede ocurrir a través
de proteinas asociadas a resistencia multiple a drogas (CFTR) o en contransporte con aniones
organicos, mediante transportadores de polipéptidos (OATP), que también pueden contribuir a la
exportacién de conjugados de GSH. Sin embargo, esta funcién es desempefiada fundamentalmetne
por proteinas de resistencia multiple a drogas (Mrp) encargadas también de la exportacion de GSSG.
La importacion de GSH es ineficiente, siendo sintetitizado intracelularmente, tras la importacion de
precursores. Adaptado de (Ballatori et al., 2009).

En el cerebro, los astrocitos paracen ser las Unicas células que liberan cantidades
significativas de GSH o GSSG bajo condiciones de estrés oxidativo, siendo MRP1 el
principal mecanismo de exportacion de ambas moléculas (Hirrlinger et al., 2001 2003,
505). De hecho, la inhibicién de la actividad de la MRP1 reduce en un 70% la
exportacion de GSH, resultando en una disminucion del aporte de precursores para la
sintesis de novo de GSH (Scheiber and Dringen, 2011).

Tal y como ocurre con ciertas MRP, la familia OATP est4 también implicada en el
exporte de GSH (Franco and Cidlowski, 2006; Hammond et al., 2007). Entre ellas, la
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isoforma Oatpl utiliza el exporte de GSH para introducir aniones organicos (Li et al.,
1998b). La exportacion de conjugados de GSH es asumida por la Oatp8 en humanos,
siendo la Unica de su familia implicada en el transporte de GSH (Hammond et al.,
2007).

6.1 Transporte y regulacion de GSH mitocondrial.

El transporte del GSH a la mitocondria (Esquema VIII) ocurre por difusion
facilitada a traves de la membrana mitocondrial externa (MME) por los canales de
porina. Sin embargo, el transporte a través de la membrana interna (MMI) no es
sencillo, dado el pH ligeramente basico de la mitocondria (pH=7.8) (Lash, 2006) y la
naturaleza anionica del GSH a pH fisioldgico (Palmieri, 1994). En este caso participan
antiportadores electroneutros (Chen et al., 2000; Martensson et al., 1990); entre éstos,
destacan los transportadores de dicarboxilato (DIC) y 2-oxoglutarato (OGC), que
ejecutan entre el ~60% Yy el ~20% del importe mitocondrial, respectivamente (Chen and
Lash, 1998; Mari et al., 2009). Asimismo, se ha sugerido la participacion de
transportadores de tricarboxilatos (Wadey et al., 2009) en el proceso.

El transporte de GSH y el estado energético de la mitocondria se modulan
reciprocamente. Asi, la importacion del tripéptido es mas rapida en el estado 4 de
respiracion; sin embargo, el transporte se encuentra disminuido en el estado 3 o0 en
presencia de protondforos o antimicina A (Kurosawa et al., 1990). Ademas, en la
modulacion del transporte de GSH interviene el estrés oxidativo/nitrosativo, ya que
modifican residuos de cisteina en los transportadores (Lash, 2006). Otro factor
determinante en la importacion es la composicion lipidica de la membrana mitocondrial,
facilitando el proceso en situaciones de mayor fluidez (Mari et al., 2009).

El transporte de GSH se inhibe por y-glutamilglutamato, ciertos derivados S-alquilo
del GSH, glutamato y dicarboxilatos, pero no por monocarboxilatos ni por protonéforos
0 desacopladores. El grupo glutamilo tiene un papel esencial en la union del GSH al
transportador o transportadores (Lash, 2006).

De especial relevancia es el hecho de que el exporte de GSSG al citosol es muy bajo,
por lo que el NADPH(H") de la matriz mitocondrial es esencial para reducirlo a GSH a
través de la GSR (Rahman et al., 1999).
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mitocondrial

Esquema VIII. Transporte de GSH mitocondrial. En la mitocondria, la importacion de GSH se
realiza en una primera instancia, a través de canales de porina en la membrana mitocondrial externa
(MME). Sin embargo, en la membrana mitocondrial interna (MMI), este proceso se realiza mayorita-
riamente por los transportadores de dicarboxilatos (DIC) y oxoglutarato (OGC), aunque se ha propues-
to la intervencion de transportadores de tricarboxilatos. En la regeneracion del oxoglutarato que inter-
viene en el transporte, participan la aspartato aminotransferasa (AST) y la AGC.

6.3. Ciclo y-glutamilo.

El GSH se degrada por el ciclo y-glutamilo, que contribuye a su reciclaje mediante la
sintesis de novo. Asi, una vez en el espacio extracelular, la GGT escinde el grupo y-
glutamilo del GSH (Esquema 1X). Este residuo se transfiere posteriormente a un
aminoacido receptor, originando asi un derivado y-glutamil-aminoacido (Njalsson,
2005). El aminoacido aceptor suele ser cistina, en cuyo caso la y-Glu-cistina formada
por transpeptidacion se transporta a la célula y se reduce por transhidrogenacion con
GSH a cisteina y y-Glu-Cys (yGC) (Anderson and Meister, 1983). De este modo, la
vGC puede actuar como sustrato directo de la GSS (Dalton et al., 2004) y contribuir,
con ello, al mantenimiento del GSH de forma rapida, pero no durante largos periodos o

en condiciones de deficiencia de GCL (Dalton et al., 2004).
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Aparte de la cistina, otros aminoéacidos neutros, como metionina y glutamina, son
aceptores activos del grupo escindido del GSH. El y-glutamil-aminoacido formado con
éstos u otros aminoacidos puede convertirse en 5-oxoprolina y en aminoacidos libres
por la y-glutamilciclotransferasa (GCT. EC 2.3.2.4) (Griffith, 1999). La 5-oxoprolina
resultante puede posteriormente servir como sustrato de la 5-oxoprolinasa (5-OPasa; EC
3.5.2.9) para generar glutamato, con gasto de ATP (Chen et al., 1998; Njalsson, 2005).
La deficiencia en esta enzima o su saturacion, causa 5-oxoprolinuria, tal y como sucede

en pacientes deficientes en GSS (Njalsson, 2005).

ADP

Aminodcido

(AA) l

ATP

Dipeptidasa

cysH-gly glicina
y-glutamil-AA

cisteina

5-oxoprolina ATP
glutamato

ATP ADP

Esquema IX. Ciclo y-glutamilo. El catabolismo del GSH pasa por el ciclo del y-glutamilo, donde la y-
glutamil-transpeptidasa (GGT) escinde lo escinde en un grupo y-glutamilo, que es posteriormente con-
jugado con un aminoacido. El resto CysGly es importado a la célula para contribuir a la sintesis de
novo del GSH. La y-glutamilcilotransferasa (GCT) escinde el resto aminoacidico y genera 5-
oxoprolina, posteriormente convertida en glutamato por la 5-oxoprolinasa (5-OPasa). La glutamato-
cisteina ligasa (GCL vy la glutatién sintetasa (GSS) completa el ciclo con la sintesis de novo de GSH.

La CysGly, que constituye la otra parte resultante de la escision de GSH por la GGT,
se hidroliza en sus aminoacidos constituyentes mediante la accion de una dipeptidasa de

superficie celular (EC 3.4.13.19), siendo posteriormente recaptados por la célula y
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pudiendo intervenir en la sintesis de novo de GSH (Dickinson and Forman, 2002;
Njalsson, 2005).

7. v-glutamilcisteina y otros intermediarios del metabolismo
del GSH.

Existe una amplia variedad de moléculas involucradas en el metabolismo del GSH
que surje principalmente de su procesamiento por distintas enzimas. Asi, moléculas
como y-glutamil-glutation (y-glutamil-y-glutamilcisteinilglicina) existen de manera
natural in vivo y se forman mediante la transpeptidacion de GSH por la GGT. El v-
glutamil-GSH no actta como sustrato de la GSR o la GST, pero si de la GCT, dando
lugar a GSH y 5-oxoprolina (Abbott et al., 1986). Aunque se desconoce su posible papel
en el organismo, se ha especulado que y-glutamil-GSH tiene mas facilidad que el GSH
para formar complejos con ciertos metales y cationes, debido a su mayor carga negativa.

Sin embargo, el mayor interés de los intermediarios del GSH recae en el precursor de
su sintesis, la y-glutamilcisteina (yGC), sintetizada mayoritariamente a partir de
glutamato y cisteina por accion de la GCL. La yGC también puede originarse por el
catabolismo de GSH, mediante la actividad de la GCT (Griffith, 1999) y la
transpeptidacion entre glutation y cistina (Anderson and Meister, 1983). La yGC, o su
disulfuro, parece ser mas efectivo como precursor en la biosintesis de GSH que la
administracion de glutamato mas cisteina o cisteinil-bisglicina, ya que induce un
aumento mas rapido de GSH porque evita la mediacion de la GCL (Anderson and
Meister, 1983).

La rapida conversion de YGC en GSH por la GSS hace que en situaciones normales,
la concentracion de la misma sea muy baja; esto es, de 0.1 nmol/mg en fibroblastos de
humanos (Ristoff et al., 2002) o 5.8 nmol/g proteina en higado de rata (Sugimoto et al.,
1985). Sin embargo, los pacientes deficientes en GSS muestran una concentracion de
yGC que asciente hasta 18.1 nmol/mg en plasma (Ristoff et al., 2002). Determinadas
especies de bacterias extremadamente halofilicas contienen concentraciones de yGC
muy elevadas (~mM), en ausencia de concentraciones significativas de GSH (Newton

and Javor, 1985). Esto puede deberse a la estabilidad y resistencia a la autooxidacion de
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la yGC en condiciones haldfilas, que es semejante a la del GSH en condiciones no

haléfilas (Sundquist and Fahey, 1989).

Peptidos y derivados intermediarios del metabolismo de GSH

- YGluCys (Sandbergetal., 1994) - GluGlu (Sano et al.. 1966)
- vGluGlu (Kakimoto et al., 1964; Orwar etal., 1994; Sandberg - GluGln (Sano etal., 1966)
etal 1994)

- GluSer (Sano etal., 1966)

- GluAla (Sano etal , 1966)
- GluVal (Sano etal , 1966)
- GluGly (Sano etal., 1966)
. Glulle (Reichelt, 1970)

- GluAlaGly (Reichelt, 1970)

- S-methylglutathione (Kanazawa et
al1965)

- YGluGln (Kakimoto et al., 1964; Orwaretal., 1994 1994_48-
61)

- vGluSer (Kanazawa etal., 1965)
vGluAla (Kanazawaetal., 1965)
yGluVal (Kanazawaetal., 1965)
- YGluGly (Orwar et al., 1994)
yGlulle (Orwar etal.. 1994)
- vGluAlaGly (Orwaretal., 1994)
- YGluGSH (Abbottetal., 1986)
- v-glutamil-taurina (Orwar et al., 1994; Sandbergetal., 1994)

Tabla 1V. Peptidos y derivados aminoacidicos en el metabolismo del GSH. Los intermediarios
formados por transpeptidacion, principalmente por accion de la GGT, son susceptibles de ser utiliza-
dos para la sintesis de novo de GSH.

En cepas de E. coli dobles mutantes AgshB AtrxB para la GshB y la tiorredoxina
reductasa (TrxB), se ha observado un crecimiento normal en medio enriquecido, que se
correlaciona con una acumulacion de yGC. Sin embargo, las cepas AgshA AtrxB, que
carecen tanto de yGC como de GSH, son inviables (Faulkner et al., 2008).

En situaciones de inhibicion de la Gsh2 (GSS en mamiferos), existe un incremento
de la produccion de yGC en Saccharomyces cerevisiae, sugiriendo la ausencia de
inhibicidn de la GCL por el dipéptido (Grant et al., 1997). Aunque la supresion de la
Gsh2 permite un crecimiento bajo de colonias, el GSH debe ser necesario para ciertos
procesos vitales (Chaudhuri et al., 1997; Grant et al., 1997), tal y como muestra el
rescate del crecimiento normal tras afadir GSH. En estas levaduras, sin embargo, la
funcién mitocondrial y la resistencia al estrés oxidativo se encuentran alteradas (Grant
et al., 1997). Por el contrario, en condiciones de inhibicion de la Gshl (equivalente a la

GCL en mamiferos) la suplementacion con yGC rescata el crecimiento celular.
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7.1. Utilizacion celular de yGC y otros dipéptidos.

Como se ha comentado anteriormente, el transporte de y-glutamilcistina a la célula se
acompafa de la posterior transhidrogenacion con GSH a cisteina y yGCreg (Anderson
and Meister, 1983). El transporte de yGC también se ha propuesto, ya que la
administracion de la misma, de su forma disulfuro o de y-glutamil-cistina, son capaces
de incrementar la biosintesis de GSH en la célula (Anderson and Meister, 1983;
Dringen et al., 1997D).

La entrada y utilizacion de yGC por las células se inhibe por altas concentraciones de
GSH extracelular. (Anderson and Meister, 1983). En células mesencefalicas, la yGC
proporciona una recuperacion del GSH con una eficiencia idéntica a la observada con la
administracion directa de GSH (Zeevalk et al., 2008). Sin embargo, en neuronas, la
utilizacion de yGC para la biosintesis de GSH precisa de su previa hidrolisis en los
correspondientes aminoacidos precursores (Dringen et al., 1999), siendo su ECs, de 200
MM, mientras que para astrocitos es de 3 mM (Dringen and Hirrlinger, 2003; Dringen et
al., 1999). Tanto las neuronas como los astrocitos son capaces de utilizar varios
dipéptidos para la sintesis de GSH, especialmente CysGly. Tras su importacion y
posterior escision intracelular, yGC puede ser utilizada en el rango de uM para producir
GSH, incluso de manera mas eficiente que la administracion de yGC (Dringen et al.,
1997b; Dringen et al., 1999).

8. El GSH vy otros antioxidantes como estrategia terapéutica.

Debido a que la mitocondria es el principal productor de ROS en la célula, y a su
implicacion en una gran variedad de enfermedades que cursan con estrés oxidativo,
existen diversas estrategias que se han utilizado para incrementar la actividad
antioxidante en la mitocondria. De este modo, se han sobre-expresado en el organulo
enzimas como SOD2 [67], [68] and [69] o la catalasa (Schriner et al., 2005). Otras
aproximaciones como la sobreexpresion SOD1 o GPx1 en ratones transgénicos

[Thiruchelvam, 2005, 22530] o de GPx1 mediante lentivirus en la sustancia negra
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(Ridet et al., 2006), han dado resultados positivos en los modelos murinos, sugiriendo la
relevancia de la detoxificacion de ROS como medio para otorgar neuroproteccion. Sin
embargo, estas terapias no se han probado en su aplicacion directa como tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Igualmente se han dirigido antioxidantes como el a-tocoferol, la N-acetilcisteina
[Ernster, 1992, 241]. Para dirigir éstos y otros antioxidantes a la mitocondria se han
utilizado diversas estrategias; asi, los cationes hidrofébicos, unién a componentes
intramitocondriales o conversion a una forma activa mediante enzimas exclusivamente
mitocondriales, son estrategias utilizadas para ello (Dikalov, 2011). Asi, mediante la
conjugacion con trifenilfosfonio, se han dirigido a la mitocondria compuestos como el
nitroxido MitoTEMPOL, que reduce 0, a H,0,, actuando como un mimético de SOD2.
MitoCP es otra aproximacién que dirige a la mitocondria un grupo carboxiproxilo que
reduce el estrés oxidativo inducido por H,O, y peroxidacién lipidica [77]. A éstos, se
adicionan otros compuestos que, mediante la adicion del grupo trifenilfosfonio, se han
utilizado para dirigir a la mitocondria tocoferol (MitoE), acido lipoico (MitoLip), o
mimeticos de la peroxidasa (MitoPrx) (Bolafios et al., 2009). Entre ellos, la mitoquinona
0 MitoQ;o (Murphy and Smith, 2007) ha sido ampliamente estudiado. Este compuesto u
otras quinonas relacionadas, disminuyen el estrés oxidativo mitocondrial mediante la
reduccion del grupo ubiquinol de MitoQ por actividad del complejo Il mitocondrial.
Aunque inicialmente cred elevadas expectativas, la utilizacion de coenzima Qi 0
MitoQ, no ha demostrado ser lo suficientemente eficaz en la mejora de los sintomas
parkinsonianos (Smith and Murphy, 2010; Weber and Ernst, 2006).Los tetrapéptidos
catiénicos SS (Szeto-Schiller) ricos en arginina, han demostrado ser efectivos en la
eliminacion de ROS mitocondriales una vez localizados en la membrana mitocondrial
interna, favoreciendo la funcionalidad del organulo y disminuyendo la muerte celular
por estrés oxidativo (Dikalov, 2011).

En enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o la disfuncion cognitiva
leve, la administracion de altas dosis de vitamina E y C presenta escasos beneficios en
combinacion con el tratamiento con levodopa, mientras que la administracion de
vitamina E por si sdla no supone un avance terapéutico (Petersen et al., 2005; Zeevalk et
al., 2008) e incluso puede suponer riesgos (Kamat et al., 2008).

Por su parte, el tratamiento antioxidante con GSH se ha propuesto como estrategia de
prevencion de enfermedades que cursan con un incremento del estrés oxidativo, tales

como las enfermedaes neurodegenerativas. Sin embargo, la administracién por via oral
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de GSH no resulta de gran utilidad debido a su hidrdlisis por dipeptidasas en el tracto
gastrointestinal, la administracion por via intravenosa es igualmente infructuosa, puesto
que el GSH tiene una vida media de 2 minutos en la sangre (Njalsson, 2005). Aunque
en pacientes parkinsonianos se ha apreciado un ligero beneficio tras la administracion
de este antioxidante (Sechi et al., 1996), no se ha demostrado el mecanismo bioquimico
gue media esta proteccion. A tenor de lo observado en otros estudios, el GSH serviria
unicamente como precursor de cisteina, ya que no atraviesa la barrera hematoencefalica
(Dringen and Hirrlinger, 2003; Lomaestro and Malone, 1995). Ciertos derivados
sulfhidrilos, como el monoéster o monoetiléster de GSH se pueden importar por la
célula y escindirse intracelularmente, para contribuir a la sintesis de novo de GSH
(Anderson et al., 2004b; Martensson and Meister, 1989).

A pesar de la ventaja que supondria administrar precursores de la sintesis de GSH, es
posible la aparicion de efectos adversos. Asi, la cisteina o el propio GSH a altas
concentraciones, pueden interaccionar potencialmente con receptores de glutamato y
promover excitotoxicidad neuronal (Puka-Sundvall et al., 1995; Regan and Guo, 1999),
mientras que la NAC puede causar acidificacion [Gillissen, 2006, 159] y toxicidad
neuronal (Munoz et al., 2004). Por consiguiente, pese a que la administracion de GSH
no es efectiva como tal, ciertas formas de liberacién o de administracion de precursores
pueden aumentar las concentraciones de este tripéptido en tejido y otorgar proteccion
frente al estrés oxidativo. Sin embargo, esta estrategia crea cierta controversia en cuanto
a sus limitaciones, atendiendo a que la sintesis de novo de GSH se encuentra modulada
por la retroinhibicién de la GCL por producto. Por tanto, segin algunos autores, la
administracion de precursores Unicamente seria Util como una forma de mantener los
niveles normales de GSH cuando la cisteina es limitante (Zeevalk et al., 2008).

A la vista de los resultados en los ensayos clinicos, y a pesar de la eficacia de
antioxidantes en modelos in vitro y en modelos murinos, la falta de acceso y/o
selectividad en la diana terepéutica son algunas de las limitaciones de estos
tratamientos. Asi, en la presente Memoria nos hemos propuesto disefiar y describir un
nuevo sistema antioxidante especifico mitocondrial, que permita la proteccion
permanente en modelos de neurodegeneracion y que sirva, a su vez, como un modelo de

estudio del metabolismo de GSH.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis

La mitocondria es el mayor productor de especies reactivas de oxigeno (ROS) y, a su
vez, la diana principal de sus efectos deletéreos. EI mantenimiento de la homeostasis
entre la produccion de ROS y su eliminacion es clave en el control de la sefializacién
celular mediada por cambios redox, asi como en la prevencion de diversas
enfermedades neurodegenerativas.

Debido a su capacidad para eliminar ROS, el glutation (y-L-glutamil-L-cisteinil-
glicina, GSH) es considerado como el principal antioxidante de tipo tidlico celular. Este
tripéptido, sintetizado integramente en el citosol en dos reacciones dependientes de
ATP, resulta esencial para la supervivencia celular. Sin embargo, recientes estudios
demuestran que la célula puede prescindir de GSH, siempre y cuando esté asegurada la
biosintesis de su precursor, y-glutamilcisteina (yGC). Nosotros proponemos que dada la
similitud con GSH por la presencia del grupo tiol reactivo, yGC podria actuar como

antioxidante y adoptar alguna de las funciones de GSH.
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Objetivos

En vista de los antecedentes descritos e hipotesis planteada, en el presente trabajo

nos propusimos alcanzar los siguientes objetivos:

1. Disefar y obtener una construccion plasmidica que confine la biosintesis de vy-
glutamilcisteina en la mitocondria, un organulo incapaz de transformarla en GSH

dada la ausencia de GSS.

2. Investigar la posible funcién de y-glutamilcisteina en la disminucion de ROS en

mitocondria y célula intacta.

3. Estudiar si y-glutamilcisteina modula el estado redox de tioles y la supervivencia

neuronal in vitro e in vivo.
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Material y métodos

1. Cultivos celulares.

1.1. Especies ensayadas, condiciones del animalario y control de la

edad gestacional.

Los cultivos primarios celulares se obtuvieron de ratas albinas de la raza Wistar,
criadas y suministradas por el Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la
Universidad de Salamanca. Los animales se criaron en jaulas y se mantuvo un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas, con la fase de oscuridad entre las 20:00 y las 8:00 horas del
dia siguiente. A los animales se les administré agua y dieta solida estandar ad libitum
(17% proteinas, 3% lipidos, 58.7% glacidos, 4.3% celulosa, 5% minerales y 12% de
agua). Las condiciones ambientales del animalario se mantuvieron con una humedad
relativa entre el 45 y el 65% y una temperatura entre 20 y 25° C.

El periodo gestacional, establecido en 21.7 dias para la rata, se controld limitandose a
una noche el tiempo de cohabitacion de las ratas virgenes con los machos. A la mafiana
siguiente se separaron aquellas ratas que presentaban espermatozoides en el frotis
vaginal, acompafados de células epiteliales de la vagina caracteristicas del dia fértil del
estro.

Para los estudios in vivo se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6J (Jackson
Laboratories, Mayne, EE.UU.) de edad comprendida entre las 10 y 16 semanas. Estos
ratones se mantuvieron en las mismas condiciones de luz/oscuridad y acceso a agua y
dieta sélida que las ratas. La dieta administrada se compuso de 18% proteinas, 5,7%

lipidos, 44,2% glacidos, 3,5% celulosa, 5% minerales y 12% de agua.

1.2. Cultivo primario de neuronas.

Los cultivos primarios de neuronas corticales se prepararon a partir de fetos de ratas
Wistar de 16 dias de gestacion (E16) (Almeida et al., 1998). Las ratas gestantes,
previamente anestesiadas, se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Mediante
histerectomia se extrajeron los fetos y se trasladaron a una cabina de flujo laminar

(Telstar BV 30/70) a fin de garantizar las condiciones de esterilidad del cultivo. Con la
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ayuda de tijeras, pinzas y papel estéril impregnado en etanol al 70%, se extrajeron los
dos hemisferios cerebrales. Utilizando un bisturi, se disgregd el tejido tras depositarlo
en una placa de poliestireno de 20 cm? (Nunc, Roskilde, Dinamarca) que contenia una
solucion de disgregacion (EBSS: NaCl 116 mM, KCI 5,40 mM, NaH,PO4 1,01 mM,
MgSO, 1,50 mM, NaHCO3; 26 mM, glucosa 4 mM, rojo fenol 10 mg/L, suplementada
con albumina 0,3% p/v y DNAsa tipo | 20 ug/mL, pH 7.2). Transcurridos 4 minutos de
sedimentacion en un tubo de 50 mL (BD Falcon, Bedford, MA, EEUU), el pellet se
resuspendio suavemente en la solucion de tripsinizacion (solucion de disgregacion
suplementada con tripsina 0,025% p/v). La digestion enzimatica del tejido se realizé a
37°C durante 15 minutos, agitando suavemente cada 3 6 4 minutos para facilitar el
proceso. Transcurrido ese tiempo, la tripsininzacion se detuvo mediante la adicion de
suero fetal de ternera (FCS; Linus, Madrid, Espafia) a una concentracion final del 10%
(Vv/v), y el tejido se centrifugd a 500 x g durante 5 minutos (Eppendorf 5702R,
Hamburgo, Alemania).

El sedimento resultante se resuspendié en 12 mL de la solucion de disgregacion,
haciéndolo pasar 9 veces a través de una pipeta pasteur siliconada para facilitar la
disgregacion. Tras dejar reposar la suspension celular durante 4 minutos, se recogio en
un tubo de 50 mL el sobrenadante, que contenia las células disociadas. Este proceso se
repitid para incrementar el rendimiento, combindndose finalmente los sobrenadantes,
que se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos.

El sedimento se resuspendié cuidadosamente en 1 mL, y posteriormente en un
volumen final de 20 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Invitrogen,
Paisley, Reino Unido) suplementado con FCS, a una concentracion final del 10% (v/v).
De esta suspension, se recogié una alicuota de 10 pL para el recuento celular,
afiadiéndole 70 pL de azul de tripano (Sigma) al 0,2% (v/v) y utilizando para el
recuento una cdmara cuenta globulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y un
microscopio de contraste de fases (Wilovert 11 pH, Helmut Hund GmbH, Wetzlar,
Alemania).

Las células se sembraron a una densidad de 2,5-10° célulasicm® o a 2,0-10°
células/cm? (para ensayos de inmunocitoquimica), en medio de cultivo completo en
placas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Dinamarca), previamente recubiertas con poli-

D-Lisina a 15 pg/mL (Sigma). Las placas se mantuvieron en un incubador (Thermo
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Forma 311, Ohio, EEUU) termostatizado a 37°C, con una atmosfera saturada de vapor
de agua, compuesta por un 95% de aire y un 5% de CO,.

Transcurridos 2 dias de cultivo, el medio se cambio por DMEM suplementado con
suero de caballo (Sigma) al 5% (v/v) y glucosa (Sigma) 20 mM. Al tercer dia de cultivo,
se afiadio arabindsido de citosina (Sigma) 10 puM para impedir la proliferacion de
células no neuronales. Las células se utilizaron a los 6-7 dias de cultivo. Bajo estas
condiciones, los cultivos de neuronas mostraron una pureza aproximada del 97-99%,
determinada mediante inmunorreaccion con el marcador neuronal Map-2 (Almeida et
al., 2005).

Todos los medios de cultivo se suplementaron con penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) y anfotericina B (0.25 pg/mL) (Sigma-Aldrich), excepto en

las transfecciones con Lipofectamina.

1.3. Lineas celulares y células inmortalizadas.

1.3.1. HEK293T

La linea celular procedente de rifion embrionario humano 293T (HEK293T), se
mantuvo en crecimiento en DMEM suplementado con FCS al 10% (v/v). Las células se
resembraron en placas de poliestireno recubiertas con poli-D-lisina, a una densidad de
5x10* células/cm? para experimentos de inmunocitoquimica o de transfeccién con
SiRNA o plasmidos de expresién de shRNA, y a una densidad de 10° células/cm? para

experimentos de sobreexpresion de plasmidos.

2. Diseiio y construccion de vectores de expresion - RNA de
interferencia.

Todas las amplificaciones de plasmidos se realizaron en células competentes de E.
coli (cepa DH-5a) preparadas en nuestro laboratorio a partir de un stock donado por el
Instituto de Microbiologia-Bioquimica de Salamanca (IMB). Los medios de cultivo de

bacterias (LB, LB-agar y 2xYT) se prepararon con bactotriptona (digerido pancreéatico
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de caseina), extracto de autolisado de levadura y agar granulado (DIFCO Laboratories,
Michigan, EE.UU.), tal y como se indica:

Bactotriptona Extracto de levadura NaCl Agar
(g/L) (g/L) (9/L) (9/L)
LB 10 5 10 -
LB-agar 10 5 10 20
2xYT 16 10 10 -

Los plasmidos se aislaron y purificaron de geles de agarosa (Sigma), empleando un
kit comercial de extraccion (GenElute, Sigma). La extraccion y purificacion de los
plasmidos, tras amplificacion en bacterias se llevo a cabo utilizando el sistema Wizard

Plus Midipreps, de Promega (Madison, Wisconsin, EEUU).

2.1. Silenciamiento de GCL, mediante “small hairpin” RNA (shRNA)

Con objeto de silenciar la subunidad catalitica de la GCL (GCL) utilizamos el vector
pSuper-neo/gfp (Oligoengine, Seattle, WA, EEUU). Este sistema permite la
identificacion y el seguimiento de las células transfectadas, dado que co-expresa el
shRNA y el mRNA de la proteina verde fluorescente (GFP). El disefio de la secuencia
especifica de ShRNA por GCL (shGCL) se realiz6 como hemos descrito anteriormente
(Diaz-Hernandez et al., 2005), atendiendo a los criterios de disefio racional propuestos
por Reynolds y Ui-Tei (Reynolds et al., 2004; Ui-Tei et al., 2004), recogidos en la
Tabla l.

Criterios de diseno racional de siRNA

Criterios de Reynolds et al. Criterios de Ui-Tei et al.

1. Contenido en GC 30-52 % 1. A/U en la posicion 19 de la cadena antisentido

2. Al menos 3 A/U en posicién 15-19 de la cadena sentido 5 G/Cenla posicién 19 de la cadena sentido

3. Ausenf:la. d.e LS IEERED TR 3.Riqueza en AU en el extremo 5° de la cadena
4. A en posicion 19 de la cadena sentido LS Entidn

5.Aen posicifmS de la cadena senti@o 4. Ausencia de secuencias GC de mas de 9 pares de
6. U en posicion 10 de la cadena sentido DASeS

7. Ninguna G/C en posicién 19 de la cadena sentido
8. Ninguna G en posicién 3 de la cadena sentido

Tabla I. Criterios para el disefio racional de siRNA. El disefio de las secuencias de ShRNA o siRNA
para el silenciamiento de proteinas, se realizd siguiendo los criterios de Reynolds et al (Reynolds et al.,
2004) y Ui-Tei et al (Ui-Tei et al., 2004).
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Una vez seleccionada la secuencia de reconocimiento del shRNA (5°-
GAAGGAGGCTACTTCTATA-3’) se disefiaron unos oligonucledtidos de 64 bp
(Isogen, Barcelona, Espafia) que incluyen la secuencia por duplicado, separadas por un
grupo de oligonucleétidos desapareados (hairpin, TTCAAGAGA). Al ser expresados en
la célula, generan una estructura en horquilla (shRNA) con las secuencias sentido y
antisentido de la region seleccionada (Esquema 1). Tras la escision de la horquilla por
la enzima Dicer, se forman RNA de interferencia (RNAI) funcionales, que se unen al
correspondiente del RNA mensajero (RNAm) y conducen a su degradacion por el
complejo RISC. Si la especificidad de la secuencia de RNAI no es completa -presenta
alguna base desapareada-, se previene la traduccion mediante fragmentos del mensajero
de doble cadena, capaces de paralizar la accion de los ribosomas y la sintesis de la

proteina, sin degradar el RNAm.

M orl

Dicer ,
shRNA ¥

l Promotor H1 Ecoft! Promotor PRG

siRNA TGN

Totalmente Parcialmente
cumplememarlo/ \cnmptnmanr,aﬂo

AL,

Degradacién del RMAmM Inhibicién de la traduccién

Esquema |. Esquema del vector pSuper-neo/gfp y mecanismo de accion de los ShRNA y siRNA. La
expresion del vector pSUPER origina un pre-shRNA que, tras adquirir estructura en horquilla, es reco-
nocido por la enzima Dicer, generando siRNA maduros. Estos también pueden ser importados en la
célula directamente por transfeccién. Tras la unién del siRNA al mRNA, el complejo RISC conduce al
silenciamiento de la proteina.
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Como control negativo, se utilizd una secuencia contra el cDNA de la luciferasa de
luciérnaga (5’-CTGACGCGGAATACTTCGA-3’), no presente en el genoma de células
de mamifero (Ohtsuka et al., 2004).

La especificidad de la secuencia contra la GCL se comprob6é mediante comparacion
(BLAST. National Institutes of Health, NIH) frente al genoma completo de rata y
humano. Mediante transferencia de western, corroborando el correcto silenciamiento de

la proteina.

2.2. “Small interfering RNA” (siRNA)

Con el fin de reducir los niveles de expresion de las proteinas que aparecen en la
Figura 1, se utilizaron secuencias de siRNA disefiadas segun los criterios de Reynolds
(Reynolds et al., 2004) vy Ui-Tei (Ui-Tei et al., 2004). El disefio fue asistido por el
software de siRNA de Dharmacon (Dharmacon. Thermo Fischer Scientific), de donde

se adquirieron los oligonucledtidos (Tabla I1).

Secuencias de siRNA

Proteina MNumere de acceso Secuencia Posicion
s NM_000178 (humano) 5 AGGAAATTGCTGTGGTTTA -3 456.974
NM_012962 (ratz) (Neuronas) Jinst
5 AGAGAAGGAAAGAAACATA-3 —
(HEK 203T) -
5. TGAAACAGATCGAAATCAA -3 499.517
NM_(00637 (humano) 5 GGACCTGAGTTTAAACAAA-F hen
B NM_053906 (ratz) (Neuronas) Al
5 -AGACGAATTCCAGAATACC-3
HEK 293T) 1211-1229
7 -GCACGGAGGAGCTGGAGAA- ¥ 967-983
CPil NM_00581 (humano) 3-CGCCAAGAACGAAGAGATT-3 138.3%
NM 0308263 (ratz) (Neuronas y HEK 203T) -
5 GGTTCGAGCCCAACTTCATGCTCTT-3° © 391-415
NM_000636 (humano) 5 - GGGAGTTGCTGGAAGCCAT-3°
wl —
ALt NM_017051 rata) (Neuronas y HEK 293T) S
Luciferasa 5 CTGACGCGGAATACTTCGATT -3

Tabla I1. Secuencias de siRNA. Mediante disefio racional, se obtuvieron las secuencias de los SIRNA
indicados, contemplando el reconocimiento tanto en humano y rata. En negrita aparecen los siRNA
seleccionados para cada especie, tras comprobar la efectividad en el silenciamiento proteico. (*) Se-
cuencia publicada por Zhang et al. (Zhang et al., 2005).
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La especificidad de las secuencias seleccionadas también se confirmé mediante
BLAST frente al genoma completo de rata y humano. Como control negativo se empled
el siRNA dirigido contra la luciferasa (Ohtsuka et al., 2004).

Los siRNAs se utilizaron a una concentracion final de 100 nM, y las células se
transfectaron 3 dias antes del experimento. Estas condiciones fueron seleccionadas en
base a su eficacia y especificidad. Para ello, se realizaron ensayos previos en los que se
utilizaron concentraciones de siRNA entre 30 y 100 nM. Las eficiencias de transfeccion
de los siRNAs se estima alrededor del 90-100%, a juzgar por el grado de eficacia

mostrado tras los analisis por transferencia tipo western.

GAPDH - i Qs e e S e - - |

luce1 2 3 1 2 3 1 2 3 (Dia)
33 66 100  (nM)

luce 1 2 3 1 2 3 1 2 3 (Dia)
33 66 100 (M)

Lig 1 2 1 2 T 2 {0
33 66 100 (M)

SOD2 | = e e = e |

GAPDH | e a —— > e |

Luc 66 100 66 100 66 100 (nM)
1 2 3 (Dia)

Figura I. Seleccion de siRNA. Los siRNAs seleccionados mediante disefio racional, se probaron en
células HEK293T (figura) y en neuronas. La seleccidn del siRNA se bas6 en la mayor efectividad
dosis-respuesta para el silenciamiento de glutatién sintetasa (GSS), glutation reductasa (GSR),
glutation peroxidasal (GPx1) o superdxido dismutasa 2 (SOD2). En la figura aparece el analisis
realizado después de 3 dias de transfeccion con los siRNA, excepto donde se indica lo contrario. Se
indican los tipos de siRNA probados (hasta 3 por proteina) y el porcentaje utilizado (hasta un
méaximo de 100 nM).

2.3. Sobreexpresion de GCL

Los cDNA codificantes para la subunidad catalitica (GCLy, 2023 bp, nimero de
acceso: NM_012815) y ligera (GCL, 905 bp, niumero de acceso NM_017305) de la

GCL, se obtuvieron mediante transcripcion reversa (RT-PCR) a partir de RNA total de
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rata, tal y como hemos descrito previamente (Diaz-Hernandez et al., 2005). Los cDNAs
resultantes se insertaron los sitios BamHI y EcoRI, respectivamente, del vector de
expresion pIRES2.eGFP, dando lugar a los vectores pIRES-GCL, y pIRES-GCL).

= ox EcoRrl
1
stgm-;l l ig{hf
. MCS \ .
/- E;-\-\"\tsmm gy /' N T
i ol | ; S (11bp)
Lr ; - orcll

f HSV TK %
134, IRES

Bgl I / EcoRI = e E { fan

IRESZ EGFP —_— 3 IRES-OTC
A 3 EGEP l b Ly P 5.390 kb

\ karl/ | \ A Eeo R
b Meo . SV \o A L (2642 byp %
L e ; Touay / \ seut
: P-;u.'g i1, poly 4 ﬁ\ o gip D . .
2 = 1=

Bgll EcoRI
(609 bp)

EcoRl (102b GCL,
(711 bp) ( P) h i
(0% bp)

—— OTC
I & o

GCL}, Z /\/ o,
T‘

(2013 bp)

EcoR1
E Rj. (H11 bpy
o
(2.724 bp)

pIRES-MitoGCL
“ﬂefe 7.403 kb

SVador

ﬂ‘“‘@
’
v p L 4;@0

EGFP

Esquema Il. Construccion de MitoGCL. A la secuencia codificante para el epitopo de sefializacion
mitocondrial de la ornitina transcarbamilasa (OTC) se le afiadieron extremos de reconocimiento de las
enzimas Bglll y EcoRI para su insercion en el sitio de clonacion multiple (MCS) del vector pl-
RES2.eGFP. La insercion de la secuencia OTC se realiz6 en el extremo N-terminal de la GCL, mante-
niendo la pauta de lectura con la secuencia de la proteina.

Con objeto de dirigir la GCLy (en adelante, GCL) hacia la mitocondria, se fusiono,
en su extremo N-terminal, con un fragmento del cDNA que codifica la secuencia de
localizacion mitocondrial (32 aminoéacidos) de la ornitina transcarbamilasa (OTC). Asi,
se diseflaron y adquirieron (Thermo Fischer Scientific, Londres, RU) los
oligonuclettidos correspondientes, mostrados a continuacion y donde quedan
subrayados los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoRl y Bglll,
respectivamente (Esquema I1).

Oligo sentido:
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5’ GATCTATGCTGTTTAATCTGAGGATCCTGTTAAACAATGCAGCTTTTAGAAATGGTCACAA
CTTCATGGTTCGAAATTTTCGGTGTGGACAACCACTACAAG- 3’

Oligo antisentido:

5’AATTCTTGTAGTGGTTGTCCACACCGAAAATTTCGAACCATGAAGTTGTGACCATTTCTAA
AAGCTGCATTGTTTAACAGGATCCTCAGATTAAACAGCATA-3’

En el disefio de los oligonucle6tidos se tuvo en cuenta la conservacion de la fase de
lectura con respecto a la GCL; ademas, se incluyeron sitios de restriccion para las
enzimas Bglll y EcoRI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. La adicion de estos
extremos facilitd la insercion en el vector pIRES2.eGFP, en los correspondientes sitios
Unicos, originado el vector pIRES-OTC. Tras la escisién con EcoRI (Promega) de la
secuencia de la GCL incluida en el plasmido pIRES-GCL, y posterior insercion con una
ligasa T4 (Promega) en el vector pIRES-OTC, se consiguié fusionar el cDNA de la
GCL a la secuencia OTC. La correcta construccion del plasmido resultante, al que
denominamos pIRES-MitoGCL se confirmé mediante analisis de restriccion (Figura I)
y posterior secuenciacion (Servicio de secuenciacion genomica de la Universidad de

Salamanca) y comparacion con bases de datos (BLAST).

pIRES-OTC-GCL ~ 8gin  Clal  BamHl sy
(1168 bp) (3.460bp} (2.124bp) (3.841 bp)

1Kb 100 bp

3.000 bp

1.000 bp

500 bp

Figura I. Andlisis de restriccion de pIRES-MitoGCL. La correcta construccion del plasmido se
corroboré mediante analisis de restriccion y posterior secuenciacion.
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El vector pIRES codifica un cDNA bicistonico, de manera que junto a la proteina de
interés se expresa concomitante la proteina verde fluorescente (GFP). Esto permite la
correcta identificacion de las células transfectadas por microscopia de fluorescencia y
por citometria de flujo. Sin embargo, en experimentos de co-transfeccion con otros
plasmidos que expresaban GFP, se utilizd el plasmido pcDNA3.1+ (Invitrogen,
Carlsbad, California, EE.UU.), ya que no codifica para proteinas fluorescentes. Para
insertar en este vector las secuencias de cDNA contenidas en pIRES2.eGFP, se
escindieron con Nhel / Smal e insertaron en el vector pcDNA3.1+, previamente

escindido con las enzimas Nhel / EcoRV.

2.4. Mutagénesis dirigida.

Con objeto de profundizar en el mecanismo de accion de mitoGCL, se crearon dos
versiones de mitoGCL: inactiva y refractaria al shGCL. Para ello, la forma
mitoGCL(mut), refractaria al ShGCL, se obtuvo mediante mutaciones silenciosas en la
region reconocida por el ShRNA. Asi, se muto la tercera base de cada codon, respetando
la traduccion de la proteina. Para introducir las mutaciones, se utilizd el sistema
QuickChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene. La Jolla, CA, EEUU),
siguiendo las instrucciones del fabricante. En breve, se realizé por PCR utilizando los
oligonucledtidos que contenian la secuencia modificada (Tabla I11) y el vector pIRES-
MitoGCL como molde. EI producto resultante de la PCR se digirié con Dpnl, que
reconoce exclusivamente DNA metilado (producido GUnicamente por las bacterias).

La version cataliticamente inactiva de mitoGCL (mitoGCL(E103A)), se obtuvo
mediante la mutacion de acido glutdmico a alanina en el residuo 103 de la secuencia
codificante de la GCL, tal y como se ha descrito anteriormente (Backos et al., 2010),
utilizando los pares de oligonucle6tidos reflejados en la Tabla I11.

La eficacia de las mutaciones se confirmé mediante secuenciacién (Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Salamanca) y comparacion con la secuencia

original de mitoGCL.
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Mutagénesis dirigida

MiteGCLmut Condiciones PCR

Oligo sentido:
5'- CATGAGGAAACGCCGGAAAGAAGCCACGTCAGTTITTAGGAGAACATCAG -3

1"a95°C
Oligo antisentido:

5 CTGATGTTCTCCTAAAACTGACGTGGCTITCTTTCCGGCGTTTCCTCATG -3
S0sa 95°C

50sa 60°C | x 18 veces

MitoGCL(E103A)

8'a68°C
Oligo gentido:
5'- CAGAGTATGGGAGTTACATGATTGCAGGGACACCTGGCCAGCCGTACGGA -3 10" 2 68°C

Oligo antisentido:

5°-TCCGTACGGCTGGCCAGGTGTCCCTGCAATCATGTAACTCCCATACTCTG -3

Tabla Il1. Oligonucledtidos empleados para la mutagénesis de mitoGCL. En la parte superior se
muestra la secuencia de los oligonucledtidos utilizados en la mutagénesis dirigida para crear la forma
mitoGCL(mut), refractaria al sShRNA contra la GCL. Las mutaciones silenciosas se encuentran
subrayadas. En la parte inferior de la tabla se detalla la secuencia para mutar el residuo 103 de la GCL
(subrayado).

3. Transfeccion transitoria de células de mamifero.

Las transfecciones transitorias se realizaron mediante distintos métodos,
atendiendo a la naturaleza de las células a tratar. En el caso de siRNA, se realizaron
mediante la utilizacion del reactivo cationico Lipofectamina 2000 (Invitrogen. Madrid.
Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la transfeccion de plasmidos,
solo se empled este reactivo en cultivos primarios de neuronas, debido a su dificultad
para ser transfectadas con otras técnicas. Las transfecciones neuronales con siRNA se
realizaron en el dia 3 en cultivo, y las plasmidicas en el dia 4, aunque los experimentos
se realizaron en el dia 6. A estos efectos, los plasmidos se utilizaron a una concentracién
de 1.6 pg/mL. Transcurridas 4-6 horas de la transfeccion, se retir6 el medio y las células
se incubaron en medio de cultivo (DMEM + 10% FCS).

Para la transfeccion de plasmidos en HEK293T se utiliz6 la polietilenimina (PEI.
Sigma) con variaciones sobre un protocolo descrito anteriormente (Boussif et al., 1995).

Asi, tras la incubacion del PEI con el DNA plasmidico durante 10 min a temperatura
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ambiente, se afadid la mezcla a las células, que se incubaron en medio OptiMEM
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) durante 1h. Tras lavar con PBS, las células se
incubaron en DMEM con FCS al 10% (v/v).

La eficiencia de transfeccion se calculdo mediante la cuantificacion de las células
fluorescentes mediante microscopia de fluorescencia (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Esta eficiencia resultd ser de aproximadamente un 9-12% en neuronas y 80-
95% en HEK?293T. La correcta traduccion de los plasmidos en sus correspondientes
proteinas se comprob6 mediante transferencia de tipo Western. Esta técnica también se
empleod para determinar la eficacia de los silenciamientos realizados con los distintos

siRNA o construcciones de pSuper-neo/gfp.

4. Produccion de particulas lentivirales.

Tras escindir con Eco471ll / Smal las secuencias codificante para mitoGCL y
mitoGCL(E103A) del vector pIRESeGFP , éstas se subclonaron en el sitio Pmel del
vector de expresion pWPI.

Para la produccion de lentivirus recombinantes (Belzile et al., 2007) (Esquema I11),
se sembraron células HEK293T a una densidad de 10° cells/cm? en placas de 60 cm?, 24
h antes de la transfeccion con PEI. Esta operacion se realizd con una mezcla de 20 ug
pWPI (vector de expresion del cDNA de la proteina de interés), 10 ug de pMD2
(plasmido de empaquetamiento viral) y 15 ug de pPAX2 (plasmido de cépside viral).
Estos plasmidos se utilizaron con el consentimiento de Didier Trono, autor de los
mismos.

Transcurridas 72 h desde la transfeccion, se recogio el medio de incubacion de las
células en una cabina de seguridad biologica de clase 11 (ESCO Infinity FC2 Class 1l
BSC, Wiltshire, Reino Unido). Con objeto de eliminar posibles restos celulares, se
centrifugaron a 300 x g durante 5 min y posteriormente se hicieron pasar los
sobrenadantes a través de un filtro de 0.45 um (Millex-HV PDVF, Millipore). Los virus
fueron concentrados mediante la ultracentrifugacion de la suspension a 20.000 x ¢
durante 2 h a 4°C. El pellet resultante se resuspendié en PBS y se conservo a -80°C

hasta su utilizacion.
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7 “u o '_ ﬁ‘ Recoleccién de
¢ ﬁ( ; particulas lentivirales
pWPI —_— — ’ﬁ 7&’ #
nn-*/ Empaquetamiento ﬁ W
]
- iy, X "‘% en HEK293T
f ) Concentracion
1| psPAX2 pMD2 :
t 2 ¥%7  delentivirus
.\ - T
" / R Cas
Co-transfeccion Transduccién
plasmidica celular

pWPI- (MitoGCL o MitoGClLinactiva) 20 ug
psPAX2 15 g
pMD2 10 ug

Esquema Il1. Produccién de particulas lentivirales. Para la produccion de particulas lentivirales, se
co-transfectaron en células HEK293T, los plasmidos pWPI, psPAX2 y pMD2. El medio de cultivo, en
el que se encontraron las particulas lentivirales, se recolecto y, tras filtrarlo se concentrd por centrifu-
gacion. El concentrado de lentivirus asi obtenido se utilizé para la transduccion de células 3T3, a fin de
determinar su concentracion.

La determinacion de los titulos virales se realizé mediante la incubacion de células
3T3 con concentraciones crecientes de las suspensiones de lentivirus durante 12 h.
Transcurrido este tiempo, se afiadio la mitad de medio fresco a las células y se
mantuvieron durante otras 48 h en presencia de DMEM con FCS al 10% (v/v).
Posteriormente, la concentracion de particulas lentivirales se cuantificO mediante
citometria de flujo, analizando la GFP. La cuantificacion se expresé como unidades de
transfeccién por unidades formadoras de colonia (TU) / pL.

5. Tratamiento de las células.

5.1. Estimulacion de la produccion de ROS.

La produccion de ROS por la mitocondria en célula entera se indujo mediante el
tratamiento con inhibidores de la cadena transportadora mitocondrial. Asi, en células

HEK 293T, la produccién de ROS se estimulé mediante la incubacién con rotenona (1
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uM) durante 4 h o &cido 3-nitropropionico (3NP) (10 mM) durante 2 h, en DMEM sin
FCS. Los tratamientos agudos con rotenona o antimicina se realizaron a una
concentracion final de 10 uM durante los tiempos indicados (15-45 min) segun se indica
en resultados. En neuronas, transcurridas 4-6 horas desde la transfeccion, se incubaron
en presencia de acido 3NP (2 mM) en DMEM durante 24 h.

Para estimular los receptores glutamatérgicos, las neuronas se incubaron durante 5
min con glutamato sédico, a una concentracion de 100 uM (Sigma) en presencia de
glicina 10 uM (Sigma) en tampén Hank’s (KCI 5.26 mM, KH,PO, 0.43 mM, NaCl
134.2 mM, Na,HPO,4 0.30 mM, NaHCO3 4.09mM, D-glucosa 5.5 mM, HEPES 20 mM;
pH 7.4). Las celulas control fueron tratadas de la misma manera, a excepcion de la
inclusion de glutamato. Transcurridos 5 min de incubacion a 37°C, se retir6 el medio de
incubacion Hank’s y, tras lavar con PBS, se afiadi6 DMEM. Las células se mantuvieron
en estufa y se utilizaron al cabo de 24 h post-estimulacion (Almeida and Bolafios,
2001). Para los tratamientos agudos, se utilizo una concentracion de glutamato de 40
uM vy el rfecto se registrd a tiempo real, durante un maximo de 15 min.

Para bloquear el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), las neuronas se pre-
incubaron con el antagonista especifico MK801 (10uM. Sigma), 5 min antes de la

adicion de glutamato.

6. Fraccionamiento subcelular

Con objeto de aislar las fracciones mitocondrial y citosolica de las células
transfectadas, se utiliz6 un protocolo de fraccionamiento diferencial (Almeida et al.,
1998), que se resume en el esquema IV. Para ello, se utilizaron 7-10 - 10" de células
HEK293T, previamente sembradas en placas de 145 cm® (Nunc. Thermo Fisher
Scientific. Roskilde, Denmark). Una vez alcanzada la confluencia, y tras lavar con PBS
a 4°C, las células se desprendieron de la placa mediante raspado en medio de
aislamiento mitocondrial (MAM), consistente en una disolucién de sacarosa 320 mM,
EDTA diK" 1 mM potassium, Tris-HCI 10 mM y un cocktail de inhibidores de
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proteasas (AEBSF 2 mM, Aprotinin 0.3 uM, Bestatin 130 uM, EDTA 1 mM, E-64 14

uM, Leupeptin 1 uM, Sigma), ajustada a pH 7.4.

7-10 - 10 células
Homogeneizar (18-20 agitaciones.600 x rpm)
Homogenado celular

' Centrifugar a 1300 x g (10 min. 4°C)

Sobrenadante Precipitado
(1) Resuspender en 1 mL de MAM

Centrifugar a 1300 x g (10 min. 4°C
<@

Sobrenadante Precipitado (Descartar)
(S2)

1. Centrifugar x2 a 1300 x g (10 min. 4°C).
Conservar el sobrenadante cada vez.
2. Centrifugar los sobrenadantes a 17000 x g

(12 min. 4°C)
|
Sobrenadante Precipitados Sobrenadante
CITOSOL P1 P2 (Descartar)

@ @
| Combinar P1+P2

333

¥ et
Mitocondrias @

Esquema IV. Fraccionamiento subcelular. La obtencién de las fracciones mitocondrial y citosélica
de células HEK293T se realiz6 por un procedimiento de centrifugacion diferencial. Para ello, se
homogeneizaron las células en un pistilo tipo Dounce, obteniendo un homogenado celular. Tras centri-
fugarlo a 1,300 x g (10 min a 4°C), se conservaron el sobrenadante (S1) y el sobrenadante que resulté
de la resuspensidon del pellet (S2). Después de 2 centrifugaciones de ambos sobrenadantes a la misma
velocidad, el precipitado mitocondrial (P1+P2) se obtuvo al centrifugar S1 y S2 a 17,000 x g (12 min a

4°C).
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Tras centrifugar a 600 x g durante 5 min a 4°C, el precipitado celular se resuspendid
en 1 mL de MAM y se sometid a un proceso de homogeneizacion con un pistilo de
teflon, con objeto de lisar la membrana plasmatica manteniendo intactas las
mitocondrias. Tras 18-20 agitaciones a 600 rpm, se retiré una alicuota del homogenado
celular (H), y el resto se centrifugd a 1300 x g durante 10 min a 4°C, conservando el
sobrenadante (S1), que contiene la fraccion mitocondrial.

El precipitado se resuspendio en 1 mL de MAM, que se centrifugé a 1300 x ¢
durante 10 min a 4°C, conservando el nuevo sobrenadante (S2). Este protocolo se
repitié hasta dos veces mas con cada fraccién (S1 y S2, hasta observar la desaparicion
de cualquier precipitado. En ese momento, S1 y S2 se sometieron a una nueva
centrifugacion, a 17,000 x g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante de S1 se conservo,
constituyendo la fraccidn citosélica. Los precipitados de ambos tubos (S1+S2), que
representan la fraccion mitocondrial, se combinaron y resuspendieron en MAM (para
analisis de ROS o0 ensayos enzimaticos en mitocondrias aisladas), o en tampén RIPA
(para analisis de expresion proteica). La pureza de las fracciones mitocondrial y
citosolica se comprobd mediante andlisis de la actividad citrato sintasa y lactato
deshidrogenasa, exclusivas de mitocondria y citosol, respectivamente. EIl grado de

pureza de cada fraccion fue de un 95-98%.

7. Determinacion de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

7.1. Determinacion de anidn superoxido.

El anién superoxido (Oy") se determiné utilizando la sonda MitoSOX® (Molecular
Probes. Invitrogen. Oregon, EE.UU.), que consiste en un derivado cationico del
dihidroetidio unido a un radical trifenilfosfonio. Este le confiere una carga positiva que
lo dirige a la mitocondria, donde puede ser oxidado por O, y formar 2-hidroxi-5-
(trifenilfosfonio)hexiletidio (Esquema V). Asi, la emision de fluorescencia (Aexc ~510
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nm; Aem ~590 nmM) permite detectar de manera especifica los niveles de O,” en el

organulo.

MitoSOX (reducido) MitoSOX (oxidado)
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Esquema V. Deteccion de O, por MitoSOX. En la mitocondria, la oxidacion de la sonda MitoSOX
da lugar a un derivado 2-hidroxi-5-(trifenilfosfonio)hexiletidio fluorescente, que permite la deteccion
de O, de manera especifica en el organulo.

Para registrar MitoSOX por microscopia, las células se sembraron en placas con
fondo de pléastico ultrafino (Ibidi, Martinsried, Alemania). Una vez transfectadas, se
incubaron durante 30 min a 37°C y CO; al 5%, con MitoSOX® 2 uM en tampon
Hank’s. Tras dos lavados con PBS a temperatura ambiente, se registro la intensidad de
fluorescencia de la sonda durante 15 minutos tras la induccion de estrés oxidativo.
Como control negativo se utilizaron células en ausencia de la sonda.

Para registrar MitoSOX por citometria de flujo, las células se lavaron con PBS y
posteriormente se tripsinizaron y se centrifugaron (5 min a 500 x g). En las muestras
previamente tratadas con un agente oxidante, el sedimento celular resultante se
resuspendio en tampon Hank’s frio y se mantuvo en hielo hasta la adquisicion de
eventos, empleando un citometro BD FACScalibur (BD BioSciences). Para determinar
el estado basal y oxidado de MitoSOX en una misma muestra, se resuspendieron las
células en tampdén Hank’s a 37°C, analizando la fluorescencia de la sonda antes y
después del estimulo con el agente oxidante. En el andlisis citométrico se utilizaron 3 -

10° células por cuadruplicado por condicién. Los umbrales de fluorescencia se ajustaron
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en base a sus espectro de excitacion/emisién (510/580 nm). La calibracién del citdbmetro
se realizo utilizando muestras en presencia 0 ausencia de la sonda, asi como GFP* o
GFP".

7.2. Determinacion de H,0,.

7.2.1. Deteccién de H,0, por AmpIexRedTM.

La produccion de H,O; en mitocondrias y células intactas se realizo utilizando la

d™ (Molecular Probes. Invitrogen. Oregén, EE.UU.). En

sonda luminiscente AmplexRe
presencia de la peroxidasa de rabano, esta sonda (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacina)
reacciona estequiométricamente 1:1 con H;O,, originando un compuesto oxidado
(resorufina) fluorescente (Aexc ~510 nm; A ~590 Nm) (Esquema VI). Se utilizaron 50
pg de proteina mitocondrial en las 2 h siguientes al aislamiento, a fin de conservar su
integridad y funcionalidad. Las mitocondrias se incubaron con AmplexRed™ 100 pM
en tampon de respiracion mitocondrial (KCI 125 mM, KH,PO4 2 mM, MgCl, 1 mM,
0.5 mg/mL de albdmina bovina sérica libre de &cidos grasos y HEPES 10 mM, pH 7.4),
en presencia de 0.5 U/mL de peroxidasa de rabano. La luminiscencia se registré durante
45 min a intervalos de 1 min, utilizando un fluorimetro Fluoroskan Ascent FL (Thermo
Scientific, Rockford, Ilinois, EE.UU.), con una longitud de onda de excitacion de 538

nm y de emision de 604 nm.
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Esquema V1. Deteccién de H,O, por AmplexRed. La sonda AmplexRed se oxida por H,O, en presen-
cia de peroxidasa de rabano, pudiendo detectar la fluorescencia del derivado oxidado a que da lugar
(resorufina).

Para la determinacion de H,O, en célula intacta se incubaron 1.5 - 10* células con
AmplexRed™ 100 uM en tampon Krebs-Ringer fosfato (NaCl 145 mM, Na,PO, 5.7
mM, KCI 4.86 mM, CaCl, 0.54 mM, MgSO, 1.22 mM y glucosa 5.5 mM, pH 7.4). La
luminiscencia se registrd de la misma manera. En ambos casos, se utilizaron para los

calculos las pendientes derivadas de la fluorescencia emitida por la sonda.

7.2.2. Deteccion de H,0, mitocondrial por pHyPer-dMito.

El plasmido pHyPer-dMito (Evrogen; Moscu, Rusia) expresa una version modificada
del dominio OxyR de E. coli, sensible a la oxidacion por H,O,. Una vez oxidado, se
produce un cambio conformacional que emite fluorescencia (Belousov et al., 2006). Las
longitudes de onda de excitacion (hexc) alcanzan su méximo valor a 420 y 500 nm,
mientras que la de emision ((Aem) Se SitUa en los 516 nm. La produccion de H,O, por la
mitocondria en celulas intactas, se realizd utilizando este plasmido mediante

microscopia de epifluorescencia. Para ello, tras lavar las células con PBS, se incubaron
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en tampdn Hank’s a 37°C y se registrd la variacion de fluorescencia en estado basal y
tras 15 minutos de tratamiento con rotenona 10 pM.

7.2.3. Determinacion de H,0, in vitro.

La determinacion de H,O, in vitro se realizd6 mediante el método de Heinzel y
colaboradores (Heinzel et al., 1992). Este método consiste en determinar la absorbancia
a 492 nm producida por la reaccién del H,O;, con 3.2 mM sulfato amédnico ferroso
hexahidratado (NH;).Fe(SO,4), y 180 mM tiocianato potasico (KSCN) en presencia de
HCI 11.4 mM, durante 10 min a T? ambiente. Para las determinaciones, se empled un
espectrofotometro de placas (Multiskan Ascent, Thermo Electron Corp, Basingstoke,
Reino Unido). Los resultados de absorbancia se extrapolaron a los de una curva de H,0O,
(0-100 pMm).

7.2.4. Determinacidn de la desaparicidon de H,0, in vitro.

Para determinar la capacidad de GSH y yGC para eliminar H,O, se prepararon
diluciones de ambos tioles (0-2 mM) preparadas extermporaneamente en un medio de
reaccion compuesto por NaHPO4 0.1 M, EDTA diK" 1 mM, NADPH 0.4 mM, pH 7.4 a
25°C. Las diluciones de GSH y yGC se incubaron a 25°C en presencia 0 en ausencia de
0.5 U/mL de GPx1 y/o GSR (Sigma). La incubacion en presencia de 100 pM H,0; se
realizaron durante un maximo de 5 minutos, deteniendo a cada minuto la reaccion
mediante la adicién de HCI concentrado (11.4 mM). La determinacién del H,0O,

presente en el medio de reaccion se realizd como se indica en el apartado anterior.
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8. Electroforesis e inmunodeteccion de proteinas (Western

Blot)

La obtencion de extractos proteicos totales para Western se realizd después de lavar
las células con PBS vy lisandolas en tampdn RIPA (SDS al 1 %, EDTA 0,5 M, Triton
Tx-100 al 1 % v/v, NaCl 150 mM, Na,HPO4 10 mM a pH 7.0), incluyendo inhibidores
de proteasas y fosfatasas (aprotinina 50 pg/mL, leupeptina 50 pg/mL, inhibidor de
tripsina (soybean) 50 pg/mL, TLCK 100 uM, NaF 50 mM, ortovanadato sédico 1 mM,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 pM, N-p-tosil-L-fenilamina clorometil
cetona (TPCK) 100 uM, fenantrolina 1 mM y pepstatina A 50 pug/mL). Los extractos se
recogieron en hielo e inmediatamente se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron
a 13,000 x g durante 10 minutos. La concentracion de proteinas se determino en el
sobrenadante mediante el sistema BCA (Pierce, Rockford IL, EEUU).

Las proteinas (20-90 pg) de los extractos obtenidos se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (solucion de acrilamida/bisacrilamida 29:1;
BioRad Laboratories S.A., California, EE.UU.) al 8, 10 6 12%, dependiendo del peso
molecular de la proteina de interés. Para identificar dichos pesos moleculares, se utilizd
el marcador Benchmark™ (Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU) o Dual Colors®
(BioRad Laboratories, California, EE.UU.). Las proteinas se separaron utilizando un
sistema de electroforesis vertical (MiniProtean-3®, BioRad Laboratories, California,
EE.UU.). Posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond®,
Amersham Biosciences, Nueva Jersey, EE.UU.) y se bloquearon durante 1 h con leche
al 5% (p/v) en TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al 0.1% v/v; pH 7.5). Las
membranas se incubaron a 4 °C durante toda la noche en una solucion de TTBS
suplementado con BSA al 2 % (p/v), que contenia el anticuerpo deseado (ver Tabla
V). Como control de carga, las membranas se incubaron en presencia de anti-GAPDH
(Ambion, Austin, Texas, EEUU) o de anti-VDAC (Voltage Dependent Anion Channel)

(Calbiochem, Darmstadt, Alemania) para el control de carga mitocondrial.
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Anticuerpos
. . o — Clon Casa
Anticuerpo Especie Dilucion (aplicacion) (Referencia) comerdial
Glutamato cisteina ligasa Cotteio
(Subunidad catalitica. o 1:1000(WB) ab17926 Abcam
(policlonal)
GCLy)
Gég:?;i?f&::g;?ﬂlf:Sa Congjo 1:40(ICQ) [Diaz-Hernandez, Produccion
S (polyclonal) 1:40(WB) 2005,38992] propia
GCLy)
Glutation Peroxidasa 1 Congjo
A : / 5 b
(GPx1) tpoliclonal) 1:1000(WB) ab593546 Abcam
Glutation Sintetasa Raton ; ClonH-7 -
(GSS) (monoclonal) 1:1080 (WE) (Sc 166882) Sa e
o Raton : : ClonB-12
Glutation Reductasa (GSR) froriclonal) 1:1000 (WB) (Sc 133159) Santa Cruz
SuperoxidoDismutasa 2 Raton Clon2A1
o) 7
(SOD2) o MnSOD (monoclonal) EedUHGRE (ab16956) AR
Porina o canal aniénico Gensis
dependiente de voltaje (pOiiCl(;]llal) 1:1000 (WB) AbS Calbiochem
(VDAC)

Gliceraldehido 3-fosfato Raton . : Clon 6C5 3
deshidrogenasa (GAPDH) (monoclonal) 1:40000(WE) (AM4300) cmtion
Proteinanuclear neuronal Raton i Clon A-60 .

(NeulN) (monaoclonal) EIMOdED) (MAB377) Lhane
Proteinaverde fluorescente Conegjo
; 2
(GFP) Gt 1:1000(THQ) ab290 Abcam

Anticuerpos secundarios

Anti-IgG (H+ L) deraton

Gt ipdo Lot IR Cabra (policlonal) 1:1000(WB) 32230 Pierce
Anti-IgG (H+L) de conegjo ) ; ; Pierce
fiigadn o ETRE Cabra (policlonal) 1:1000(WB) 1858415 (Thetiin)
. . Molecular
i - :
Antl. I L)_ R Cabra (policlonal) 1:500(ICQ) Al1008 Probes
conjugado con Alexa 488 fhiicoge)
: Molecular
- + atd :
A11t.1 letit L_) derain Cabra (policlonal) 1:500(ICQ) A-20004 Probes
conjugado con Alexa 594 (hitiogen)
Anti-IgG (H+L) de conejo ) . . Jackson
Cemugedncan S leC Cabra (policlonal) 1:400(ICQ) 111-175-144 Inmune
Anti-IgG (H+L) de conegjo ) : s Jackson
fpdamn o Cabra (policlonal) 1:500(CF) 111-165-003 Inmune

Tabla IV. Anticuerpos utilizados en esta memoria. En la tabla se muestran los anticuerpos primarios
y secundarios utilizados para los estudios de expresion proteica por transferencia tipo western (WB),
citometria de flujo (CF), inmunocitoquimica (ICQ) e inmunohistoquimica (IHQ). Se especifican las
diluciones utilizadas, clon, referencia y casa comercial del anticuerpo.
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Tras realizar 4 lavados de 5 min con TTBS, las membranas se incubaron con leche al
2 % en TTBS en presencia del anticuerpo secundario deseado (Tabla 1V), conjugado
con la peroxidasa de rabano a 25 °C durante 1 h a T? ambiente. Finalmente, las
membranas se incubaron con el reactivo de quimioluminiscencia SuperSignal™ West
Dura (Pierce, Thermo Fisher, Rockford, Illinois, EE.UU.) o Luminol (Santa Cruz,
California, EE.UU.) y se expusieron a una pelicula Kodak XAR-5 (suministrada por

Sigma). Tras revelar, la autorradiografia se escaneo.

9. Inmunocitoquimica

Para los ensayos de inmunocitoquimica, las células se hicieron crecer en
cubreobjetos de cristal o placas de 8 pocillos con fondo de plastico ultrafino (Ibidi,
Martinsried, Alemania). Las células se transfectaron con las construcciones
correspondientes, realizadas en pcDNA3.1+, a fin de evitar la fluorescencia derivada de
GFP.

A las 24 h post-transfeccion, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% (v/v)
en PBS durante 30 min. Tras lavar con PBS, las células se permeabilizaron durante 5
min con Triton X-100 (Sigma) al 0.3% (v/v) en PBS. Transcurrido este tiempo, las
células se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente en una solucion de
bloqueo, compuesta por Triton X-100 al 0.1% (v/v) y suero de caballo al 5% (v/v) en
PBS. A continuacion, se incubaron a 4°C durante toda la noche en la solucion de
bloqueo conteniendo un anticuerpo anti-GCL obtenido en nuestro laboratorio (Diaz-
Hernandez et al., 2005), a una diluciéon 1:40. Tras lavar tres veces con PBS frio, se
afiadio el anticuerpo secundario Alexa 488 anti-lgG de conejo (dilucién 1:400.
Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, EE.UU.) durante 1 h a T# ambiente en solucion
de bloqueo. Las células transfectadas con el vector plasmidico pMitoDsRed?2 (Clontech.
Palo Alto, CA, EE.UU.) expresaron una proteina fluorescente roja (DsRed2) en la
mitocondria que permitid la identificacion de los organulos. Finalmente, las placas se
lavaron tres veces con PBS y se incubaron en PBS que contenia DAPI (10 uM; Sigma)
a temperatura ambiente, durante 15 minutos. Tras lavar dos veces con PBS y una vez

con agua estéril, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio, utilizando el
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compuesto SlowFade® (Molecular Probes, Oregon, EE.UU.) para evitar la pérdida de
fluorescencia. La visualizacion y adquisicion de microfotografias se realiz6 mediante
contraste de fases o fluorescencia, utilizando una magnificacion de x40 o x60 en un

microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Tokio, Japon).

10. Inmunohistogquimica

Los ratones de la cepa C57BL/6J se anestesiaron profundamente mediante una
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de una solucion de hidroclorato de xilacina (Rompun;
Bayer, Kiel, Alemania) e hidrocloruro de ketamina/clorobutanol (Imalgene; Merial,
Lyon, Francia) (1/4) a razon de 1 mL/Kg de peso corporal. Tras verificar la completa
anestesia, los ratones se perfundieron intra-adrticamente con NaCl al 0.9% (p/v),
seguido de 5 mL/g de una solucion de fijacion de Somogy (paraformaldehido 4% (p/v)
y &cido picrico al 0.2 % (p/v) en tampdn fosfato (TF) 0.1 M, pH 7.4), sin glutaraldehido.
Tras la perfusion, los cerebros se diseccionaron coronalmente en dos partes y se post-
fijaron en la solucién de Somogy durante toda la noche a 4°C.

A continuacion, los bloques de cerebro se lavaron sucesivamente en TF 0.1 M (pH
7.4) durante 10 min, 30 min y 2 h y se sumergieron secuencialmente en concentraciones
crecientes de sacarosa al 20% y 30% (p/v) hasta lograr su precipitacion. Tras la
crioproteccion, se cortaron secciones coronales de 40 um de espesor con un criostato de
congelacion (Leica CM 1950 AgProtect, Leica, Nussloch, Alemania), recolectando las
secciones en azida sodica al 0.05% (p/v) en TP 0.1 M a 4°C.

Las secciones coronales se lavaron en TF 0.1 M cada 10 min hasta un total de tres

veces Yy posteriormente se incubaron secuencialmente en:

1. Borohidruro de sodio al 0.5% (p/v) en TF 0.1 M durante 30 minutos, a fin de
eliminar la autofluorescencia derivada de los aldehidos.

2. Anti-GFP producido en ratén (1:1000. Ref: ab290, Abcam, Cambridge, UK) y
anti-NeuN producido en raton (1:1000. Ref: MAB377, Chemicon international.
Temecula, California, EE.UU.). Estos anticuerpos se incubaron en Triton X-100 al
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0.2% (v/v. Sigma) y suero de burro al 5% (v/v. Jackson Immoresearch, Pensilvania,
EE.UU.) en TF 0.1 M durante 72 h a 4°C.

3. Anticuerpos anti-conejo, conjugado con Alexa-488 y anti-ratdn, conjugado con
Alexa-594 (Molecular Probes, Invitrogen, Oregén, EE.UU.), ambos producidos en
cabra. Se utilizaron a una dilucién 1:500 y se incubaron 2 h a T ambiente.

4. DAPI 0.5 pg/mL en TF 0.1 M durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Después de cada incubacion, las secciones se lavaron cuidadosamente con TF 0.1 M
tres veces durante 10 minutos cada una. Después del Gltimo lavado, las secciones se
montaron en la solucion acuosa Fluoromount (Sigma) para conservar la fluorescencia.
Finalmente, las secciones se observaron y fotografiaron con los filtros apropiados en un
microscopio confocal (TCS SP2, Leica, Mannheim, Alemania) y un microscopio
invertido de epifluorescencia (Nikon. Eclipse Ti-E, Tokio, Jap6n), equipado con un
iluminador (Nikon Intensilight C-HGFI, Tokyo, Japén) y una camara CCD (Coupled-

Charged Device) en blanco/negro (Hamamatsu ORCAER, Hamamatsu, Japén).

11. Determinacion de la apoptosis neuronal

11.1. Anexina V / 7-amino-actinomicina D

La determinacion de la muerte celular apoptética se realiz6 mediante citometria de
flujo, tras incubar las células con anexina V conjugada con el fluorocromo APC
(aloficocianina). ElI método consiste en la deteccion, mediante anexina V, de
fosfatidilserina en el lado extracelular de la membrana plasmatica. Para descartar las
células con la membrana plaméatica no intacta, la suspension celular se incubd en
presencia de 7-amino-actinomicina D (7-AAD) (BD Biosciences, Nueva Jersey,
EE.UU.), que es impermeable a la membrana plasmatica y, por tanto, se une al DNA
solamente en las células no intactas. Solo aquellas células inmunorreactivas para la

anexina V, que mostraron ser negativas para el 7-AAD, se consideraron apoptoticas.
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Figura Il. Determinacion de la muerte celular por apoptosis. De la poblacion total de células se
seleccionaron solamente aquellas que presentaban fluorescencia verde (GFP®). En esta poblacion, se
analizé la tincion con Anexina V-APC y con 7-AAD, considerandose apoptéticas las células Anexina
V-APC positivas y 7-AAD negativas.

Asi, las neuronas y células HEK293T se tripsinizaron suavemente con EDTA tetra-
Na® 1 mM en PBS (pH 7.4) o tripsina (0.5%) / EDTA tetra-Na" (0.2%) (Sigma),
respectivamente, y se incubaron con la anexina V-APC y el 7-AAD en tampon de
conjugacion (HEPES 100 mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2.5 mM). Tras 15 min de
incubacion, las sefiales de la GFP, de la anexina V-APC y del 7-AAD se analizaron en
los canales FL1, FL4 y FL3, respectivamente, de un citdémetro de flujo FACScalibur
(BD Biosciences), equipado con un haz laser de argén de 15 mW sintonizado a 488 nm,
utilizando los programas CellQuest™ y Paint-A-Gate™ PRO (BD Biosciences). El
umbral del analizador se ajust6 en el canal correspondiente del citometro de flujo para
excluir la mayoria de los restos subcelulares o agregados celulares. Con ello, se estimo
el ruido de fondo debido a la ruptura de neuritas y extensiones celulares, y los dobletes
0 tripletes formados por uniones intercelulares. Para el andlisis citométrico, se
seleccionaron 3 - 10° células, en cuadruplicado por condicién. La seleccién de los

eventos celulares se realiz6 solamente en la subpoblacion GFP”.
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11.2. Caspasa 3 activa

La deteccion de la caspasa 3 activa se realizd6 mediante el kit ApoActive3™ Kit
(Bachem, California, EE.UU), acorde a las instrucciones del fabricante. EI fundamento
de esta técnica se basa en el reconocimiento del dominio constituido por los
aminoéacidos 163-175 de la subunidad p18 de la caspasa 3, que queda expuesto tras la
escision por eventos pro-apoptéticos.

Para ello, se tripsinizaron suavemente las neuronas con EDTA tetra-Na® (1 mM).
Tras centrifugar a 500 x g durante 5 min, los sedimentos celulares se fijaron durante 20
min, y una vez lavados con PBS, se resuspendieron en PBS conteniendo albumina
bovina sérica (BSA. Sigma) al 2% (p/v). Después de un nuevo lavado con PBS, las
células se incubaron durante 1 h con anti-caspasa 3 producido en conejo (Bachem, S-
9073. California, EE.UU.). Transcurrida 1 h de incubacion a T ambiente, las células se
lavaron con PBS con BSA al 1% (p/v). A continuacion, se incubaron durante 1 h a T#
ambiente, con un anticuerpo secundario anti-conejo producido en cabra y conjugado con
CyC3 (1:500. Jackson Immunoresearch, Pensilvania, EE.UU.). Tras lavar con PBS
conteniendo BSA al 1% (p/v), las células se resuspendieron en PBS con BSA al 2%
(p/v). Finalmente, se analiz6 la fluorescencia derivada del marcaje con el anticuerpo con
el citdbmetro de flujo sintonizado para detectar la Aery maxima a 570 nm y ajustado para
descartar restos o actmulos celulares. Se seleccionaron 3 - 10° eventos por

cuadruplicado.

11.3. TUNEL.

La muerte neuronal por apoptosis se determind in vivo mediante la técnica de
TUNEL (TdT mediated dUTP Nick End Labeling), que consiste basicamente en
identificar el DNA nuclear fragmentado (esquema VII). Para ello, se obtuvieron cortes
histolégicos de cerebro, tal y como se indica en el apartado 11. Después de lavar tres
veces en tampon fosfato (PB, 0.1 M, pH 7.4; 10 min), las muestras de tejido se fijaron
en frio (-20°C) con una mezcla etanol:acido acético (2:1) durante 5 minutos.
Posteriormente se incubaron durante 20 min en una solucion de borohidruro sodico (5

mg/mL), preparada extemporaneamente. Tras esta incubacidn, las muestras se
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permeabilizaron durante 15 min con una solucion de Triton X-100 al 0.2% vy citrato
sodico al 0.1%, preparadas en fresco. Una vez permeabilizado, se llevo a cabo la pre-
incubacion del tejido en el tampon de TUNEL (CoCl, 1 mM, cacodilato de sodio 140
mM y Triton X-100 0.3% en tampdn Tris 30 mM, pH 7.2, 30 min), tras lo cual se
incubaron durante 2 h a 37°C en presencia de 800 U/mL transferasa terminal (Roche) y
dUTP-biotinilado 1 uM (Roche). La reaccion finalizé con la incubacion en tampén
SSC (NaCl 3M, sodio citrato 0.3M, pH 7.0) dos veces, durante 10 min cada una. Salvo
la incubacion con la transferasa terminal, entre cada paso se lavo tres veces el tejido
durante 10 min en tampon PB (0.1 M). Finalmente, el revelado de las muestras se
realizd mediante incubacion con estreptavidina conjugada con Cy3 (Jackson
Immoresearch, Pensilvania, EE.UU.).

La cuantificacion de la apoptosis neuronal se realiz6 mediante el contaje de las
células positivas para TUNEL y NeuN (TUNEL*/NeuN®) en un é&rea de 0.3 mm?
correspondiente a tres secciones consecutivas del tejido.

N
.xe Detencion de la &

Wy reaccion en U

Células fijadas y 2ha37°C  tampdn SSC Cuantificacién de
e —— N —_— Y — | apoptosis neuronal

| permeabilizadas : ;

L por microscopia
Ly dutes
e Biotina

a Estreptavidina

Incubacién con dUTP- I |
biotinilado en presencia | | Revelado con estreptavidina

de transferasa terminal | | conjugada con Cy3 @ Cy3

Esquema V1. Deteccion de apoptosis neuronal en tejido mediante TUNEL. La apoptosis neuronal se
cuantific6 mediante la unién de dUTPs conjugados a biotina, a las cadenas de DNA con roturas, mediante
la actividad de la transferasa terminal durante 2h a 37°C. Tras detener la reaccion con tampoén SSC, la
biotina fue reconocida por la estreptavidina conjugada a un fluoréforo Cy3, permitiendo la deteccion de la
apoptosis neuronal por microscopia.
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12. Determinacion de tioles y disulfuros

Todas las determinaciones detalladas en esta seccion fueron llevadas a cabo por el
Dr. Javier Escobar, de la Unidad de Investigacion Neonatal / Universidad de Valencia.

12.1 Preparacion de las muestras

Para la determinacion de las formas oxidada y reducida de tioles de bajo peso
molecular utilizamos el método de Rogers y colaboradores (Rogers et al., 2006), con
algunas modificaciones.

Las muestras de tejido se obtuvieron tras la anestesia de los animales con isofluorano
(Abbot, Illinois, EE.UU.) y sacrificio mediante dislocacion cervical. Cerebro, higado y
rifidn se extrajeron y congelaron rapidamente por la técnica de “freeze-clamping” en
nitrégeno liquido. Posteriormente, se homogeneizé el tejido en PBS con N-
etilmeleimida (NEM. Sigma) a razon de 4 uL/mg de tejido.

Para células HEK293T en cultivo, se sembraron en placas de 60 cm® (Nunc,
Roskilde, Dinamarca) a 5 - 10* células/cm?®. Tras cuatro dias en cultivo, y transcurridas
24 h de la transfeccion con los correspondientes plasmidos, las células se lavaron con
PBS y se incubaron con tampon Hank’s durante 7 h en estufa, a 37 °C. Al cabo de este
tiempo, las células se lavaron durante 2 min con PBS frio con N-etilmaleimida (NEM.
Sigma) a una concentracion de 10 mM. Las células se recogieron por raspado en 400 pL
de PBS-NEM vy, al igual que en tejido, se afadié &cido perclérico (PCA) a una
concentracion final de 4% (v/v), centrifugando posteriormente las muestras a 13.000 x g
durante 10 min a 4°C. El sobrenadante que resultd de esta centrifugacion se conservo a -
80 °C hasta la determinacion de tioles por cromatografia liquida de alto rendimiento y
deteccidn espectrométrica de masas (UPLC-MS/MS), tal y como se describe en los
apartados siguientes.

Para la determinacion de disulfuros proteicos con tioles de bajo peso molecular, las
células se lavaron durante 2 min con PBS-NEM (10 mM) frio, se recogieron por
raspado con acido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v) y se centrifugaron a 10.000 x g
durante 5 min a 4°C. Con objeto de eliminar posibles interferencias con tioles libres en

el medio y no unidos a proteinas, el precipitado se lavé dos veces con TCA al 10%,
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centrifugando las muestras entre cada lavado. A continuacion, el precipitado se disolvio
en HEPES 50 mM con SDS al 2% (p/v), a pH 8.0, afladiendo NaHCO3 en polvo hasta
saturacion. Una vez resuspendido el precipitado, se recogié una alicuota para la
determinacion de las concentraciones de proteinas en la muestra. Otra alicuota se trato
con ditiotreitol (DTT. Sigma) a una concentracion de 2.5 mM. Tras 1 h de incubacion a
40°C en agitacion, y tras comprobar que el pH estaba entre 9-10, se afiadio NEM 10
mM y se agitd manualmente.

Posteriormente, se afiadio &cido perclérico al 4% (v/v) y las muestras se
centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min a 4°C, conservando las muestras a -80°C
hasta el analisis por UPLC-MS/MS.

13.3. Cromatografia liquida de alta eficacia y espectrometria de masas

(UPLC-MS/MS)

Obtenidas las muestras de tioles de bajo peso molecular libres y asociados a
proteinas, la determinacion de los mismos se realiz6 por UPLC-MS/MS, utilizando un
espectrometro de masas triple-cuddruple Xevo TQ-S (Waters, Manchester, UK). La
separacion analitica se realizo a 50°C, utilizando una columna con particulas de ndcleo
C19 Kinetex (100 x 2 mm, 3 um, Phenomenex, California, EE.UU.) y empleando un
volumen de inyeccion de 2 pl.

Para la deteccion de los compuestos de interés, se utilizd un gradiente de elucion de 6
min, a un flujo de 400 pm/min, cuyas condiciones iniciales fueron con acido formico al
0.1% (v/v) en agua, y acido formico al 0.1% en acetonitriolo, durante 1 minuto. A
continuacion, se sometieron a un gradiente lineal de hasta el 85% de la solucién de
acido formico al 0.1% en acetonitrilo y se mantuvo el flujo isocratico durante 2
minutos. Finalmente, se utiliz6 un gradiente lineal de 0.25 min para retornar a las
condiciones iniciales, que se mantuvieron durante 1.25 min para re-equilibrar el sistema.
El espectro de masas en el tandem del electrospray de iones positivos se registrd
utilizando un voltaje de capilar de 3 kV, con una temperatura de fuente de 350°C y los

gases del cono y de nebulizacion ajustados a 750 y 180 L/h, respectivamente.
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14. Determinacion de la concentracion de glutation.

Para determinar la concentracion de glutation en células, se lavaron con PBS frio y se
recolectaron rapidamente con acido sulfosalicilico (ASS) al 1% (p/v) con la ayuda de un
raspador. Para la determinacion en mitocondrias aisladas, se resuspendieron en 50 puL de
la solucion de ASS. Los lisados celulares o mitocondriales se centrifugaron a 13.000 x g
durante 5 min y el contenido de glutation total (GSx = GSH+2GSSG) se analizé en los
sobrenadantes segun el método descrito por Tietze (Tietze, 1969). Asi, en placas de 96
pocillos se mezclaron 10 pl de muestra, 90 ul de H,O y 100 ul de la mezcla de reaccion
(EDTA 1 mM, 5,5’-ditio-bis-acido 2-nitrobenzoico 0.3 mM, NADPH 0.4 mMy 1 U/mL
de glutation reductasa en tampdn fosfato sodico 0.1 mM, pH 7.5). Los incrementos de
absorbancia tras la reaccion del GSH con el DTNB se monitorizaron en un
espectrofotometro de placas Multiskan Ascent (Thermo Electron Corp, Basingstoke,

Reino Unido) a 405 nm, a intervalos de 15 segundos, durante 2,5 min.

Esquema VIII. Determina-

cibn enzimatica de GSH vy

+ GSSG. La reduccion del

1\/ NADPH+H DTNB paralela a la oxidacion
) del glutation, permite su de-
GSK terminacion a 405 nm. La

DTNB,, 2 GSH

derivatizacion del GSH con 2-
DTNB g GSSG \. NADP* vinilpiridina, deja disponiblg al
GSSG para entrar en el ciclo
de reaccion con el DTNB,
evitando la interferencia del

GSH. Por diferencia entre el

GSSG GSH conjugado con respecto

2-vinilpiridina al total, es posible calcular la

GSH » GSH gerivatizado concentracion de GSH vy
GSSG.

La concentracion de GSSG se determino tras derivatizar GSH con 2-vinilpiridina
(Sigma), seguido de neutralizacién con Tris 0.2 M (pH 5-7). Paralelamente se llevo a
cabo una recta patron a partir de soluciones estandar de GSSG de concentraciones de 0
a 50 uM. La concentracion de glutation total (GSx = GSH + 2-GSSG) se calcul6 a partir
de las pendientes obtenidas en las muestras, extrapolandolas a las obtenidas con la recta

patrén.
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Las concentraciones de GSH se validaron mediante HPLC con deteccion
electroquimica (primer electrodo: +100 mV; electrodo secundario: +100 a +600 mV en
incrementos de +50 mV), utilizando un patron de GSH (Sigma) como estandar. Se
procedié del mismo modo que para la determinacion de la concentracion de yGC,

detallada en el apartado 15.

15. Determinacion de la concentracion de yGC.

La concentracion de yGC se determind por HPLC utilizando un equipo Shimadzu
LC-20A (Shimadzu, Duisburgo. Alemania) con un moédulo de interfase CBM-20A,
(Shimadzu GmbH, Duisburgo, Alemania). La muestra se hizo pasar por una columna en
fase reversa Teknokroma MediterraneaSea;s ODS (4.6 x 250 mm, 5-um de tamafio de
particula), utilizando como fase movil acido ortofosforico 15 mM, a un flujo de 0.5
mL/min. El eluyente se bombe6 a través de un detector electroquimico (ESA Inc,
Chelmsford, Massachusetts, EE.UU.), con un electrodo previo ajustado a +100 mV
(para compuestos con bajo potencial de oxidacion) y otro posterior ajustado a un rango
de cada estandar inyectado, desde +100 mV hasta +650 mV, en incrementos de +50

mV. Como referencia, se utilizaron soluciones estandar de yGC de concentraciones

comprendidas entre 2,5y 10 uM.

16. Determinaciones enzimaticas.

16.1. Determinacion de la actividad enzimatica de la glutamato

cisteina ligasa.

La determinacion de la actividad enzimatica de la GCL se realizé segun el método

descrito por Gegg y colaboradores (Gegg et al., 2002). Transcurridas 24 h de
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transfeccidn, las células se lavaron con PBS vy se recogieron por raspado en el medio de
extraccion (320 mM sacarosa, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.4). Para la
determinacion de la actividad de GCL en mitocondrias, estas se resuspendieron
directamente en medio MAM tras realizar el fraccionamiento subcelular.

Posteriormente se congelaron y descongelaron las muestras tres veces en nitrégeno
liquido, con objeto de lisar las células y mitocondrias. Las membranas se retiraron al
por centrifugacion a 13.000 x g durante 5 min a 4°C. A continuacion, los sobrenadantes
se filtraron con filtros de retencion de 10 KDa (Amicon, Millipore) por centrifugacion
al12.000 x g a 4°C, durante 15 minutos. El filtrado se utiliz6 para el analisis de la yGC y
la fraccion proteica retenida se empled para la determinacion de la actividad de la GCL.
Asi, dicha fraccion proteica se incubd en tampon Tris-HCI 0,1 M pH 8.2, que contenia
KCI 0,15 mM, MgCl, 20 mM, EDTA 2 mM, ATP 10 mM, L-cisteina 10 mM, L-
glutamato 40 mM vy acivicina 220 uM, a 37°, durante 15 minutos. La reaccion se detuvo
mediante la adicion de acido ortofosfdorico 15 mM a 4°C e inmediatamente se determind

la concentracion de y-glutamil-cisteina (yGC) como se indica en la seccion 15.

16.2. Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa.

La actividad lactato deshidrogenasa (LDH) se determiné en 5-10 pg de proteina total
en un volumen final de 1 mL de medio de reaccion (Tris 80 mM, NaCl 200 mM y
NADH 0.28 mM) a pH 7.5. Tras iniciar la reaccién con 10 pL de piruvato 20 mM, se
registrd el cambio en la absorbancia del NADH a 340 nm, durante 5 minutos de

incubacion a 30°C.

NAD* NADH+H™*

HO—C—H 3 /%R 0=C
| N Esquema IX. Determinaciéon de la
CH, CHy lactato deshidrogenasa (LDH) como
NAD* NADH+H* medida representativa del contenido
Lactato Piruvato citosolico en muestras proteicas.
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16.3. Determinacion de la actividad citrato sintasa.

La actividad de la CS se determiné en 5-10 ug de proteina, registrando ¢l cambio de
absorbancia del &cido 5-5'-ditio-bis 2-nitrobenzoico (DTNB) a 412 nm en un medio de
reaccion compuesto por Tris-HCI 100 mM, acetil-CoA 0.1 mM, DTNB 0.2 mM, Triton
X-100 al 0.1% (v/v) y oxaloacetato 0.2 mM. La adicion de éste ultimo fue utilizada para

comenzar la reaccion.

‘OOCIZ

“00C

i 0 R0 H—C—H
C=0 Il E @ -

. (I: ’ + /C\ /CoA' oocC —CIZ—OH + HSCoA
| H,C S H—C—H
<o éOO'

Oxaloacetato Acetil-CoA Citrato

Esquema X. Determinacion de la actividad citrato sintasa (CS) como medida representativa del
contenido mitocondrial en muestras proteicas.

17. Estudios in vivo.

17.1. Inyeccion estereotaxica de lentivirus.

Con objeto de expresar GCL en mitocondria in vivo, se realizaron inyecciones
estereotaxicas de lentivirus portadores de la construccion mitoGCL en el estriado de
raton (Esquema XIl), tal y como describen Shih y colaboradores (Shih et al., 2005),
siguiendo los parametros descritos en un atlas estereotaxico (Paxinos and Franklin,
2001).

Para ello, se utilizaron ratones machos C57BL/6J, de 10-16 semanas de edad. Los
animales se pre-anestesiaron por via inhalatoria con sevofluorano (Sevorane. Abbott)
durante 2-3 minutos, a una concentracion inicial de 6% en una atmdsfera de O, y No,
ambos administrados a 3 L/min, mediante una columna de distribucion de gases (Hersill
H-3, Madrid, Espafia) y un vaporizador (InterMed Penlons Sigma Delta, Oxford, Reino

84



Material y métodos

Unido). Una vez dormidos los ratones, se situaron rdpidamente en un sistema de
alineamiento estereotaxico (Modelo 1900; David Kopf Instruments, CA, EE.UU.)
equipado con un micromanipulador (Modelo 1940, David Kopf Instruments, CA,
EE.UU.) y sistema de lectura digital (Wizard 550, Anilam, NY, EE.UU.), ajustando las
barras interauriculares y dentales para el correcto posicionamiento del craneo. La
concentracion de sevofluorano se mantuvo a 3% hasta que el animal estuvo
correctamente situado, momento en que se disminuyo a 2% Yy el flujo de aire a 2 L/min
de O, y Ny,. Para la correcta visualizacion del proceso quirurgico se utilizd una
estereomicroscopio (Nikon SMZ 645, Tokyo, Japén) y una fuente de luz fria de

transmision por fibra éptica (Schott KL1500 compact, Mainz, Alemania).

A
Imyeccidn estereotaxica
de particulas lentivirales

[f 4

Mejora de los
sintomas motores

Produccién de
lentiviurs por HEK293T

l

Transduccidn
celular observada
por inmunohistoguimica

Coancentracién de
particulas lentivirales

Esquema XI. Inyeccion estereotdxica de lentivirus. Los lentivirus producidos en células HEK293T,
tras ser concentrados por ultracentrifugacion y resuspendidos en PBS, se inyectaron mediante estereo-
taxia en el estriado de ratones de la cepa C57B6/J. La transduccidn de células por lentivirus se observo
mediante inmunohistoquimica, mientras que los efectos en el comportamiento motor se analiz6 mediante
el test de rotarod.

Tras realizar una incision en la linea media craneal e irrigar las meninges con suero

salino (NaCl) al 0.9% (p/v), se realizd en ambos hemisferios una perforacién en el
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craneo con un taladro (Modelo 1911, Kopf Instruments, CA, EE.UU.) y una broca de
0.50 mm de diametro (diametro #75, Kyocera, Bangalore, India). La inyeccién de los
lentivirus se realizo tras retirar la broca y sustituir el taladro por un soporte (Modelo
5002, David Kopf, CA, EE.UU.). En dicho soporte se coloco una jeringa Hamilton de 5
pL (Microliter 65 RN, Hamilton, NV, EE.UU.) con una aguja de 26 S (con punta de
tipo 2), inyectando los lentivirus en las siguientes coordenadas: 0.5 mm anterior a
Bregma, 2.1 mm lateral a la linea media y 3.8 mm ventral a la duramadre (Calkins et al.,
2005). A fin de evitar demoras en el procedimiento de inyeccion de los lentivirus, estas
agujas se precargaron antes de comenzar la cirugia de cada animal.

Una vez colocada la aguja en las coordenadas indicadas, se inicid la inyeccion de las
particulas lentivirales a un flujo de 0.25 pl/min durante 12 min, hasta un total de 3 pL
inyectados, conteniendo 5 - 10° CFU/uL. La velocidad del flujo de inyeccion se
control6 digitalmente mediante una minibomba (UltraMicroPump 111, World Precision
Instruments, Florida, EE.UU.) y un dispositivo digital de control de flujo Micro4
(UMC4. World Precision Instruments, Florida, EE.UU.). Una vez terminada la
liberacion del contenido de lentivirus, la jeringa se dejo en el lugar de inyeccion durante
10 minutos a fin de facilitar la infusion de los lentivirus y evitar el reflujo.

Tras irrigar con suero salino 0.9% vy realizar la correspondiente sutura, los animales
se recuperaron de la anestesia en jaulas situadas sobre placas termostatizadas (Plactronic
Digital, 25x60, JP Selecta, Barcelona, Espafia) a 37°C durante 3 dias.

17.2. Inyeccion de la neurotoxina 3-nitropropionico.

La inyeccién de acido 3-nitropropionico se realiz6 segun un protocolo establecido
(Calkins et al., 2005; Shih et al., 2005). Transcurridos 3 dias después de la cirugia
estereotaxica para la inyeccion de lentivirus, los animales se pesaron y se prepararon
extemporaneamente diluciones de 3NP de 25 mg/mL en PBS, ajustando el pH a 7.4 con
NaOH 1M. Asi, se inyectaron dosis de 50 mg/kg de peso corporal en un total de 200 uL,
a fin de homogeneizar los volimenes inyectados a los ratones.

Las inyecciones de 3NP o PBS (control), se efectuaron cada 12 horas (a las 8:00 y

20:00 horas) durante un total de 3.5 inyecciones. Transcurridas 6-8 horas desde la
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ultima inyeccién, los ratones se anestesiaron y perfundieron para el estudio

inmunohistoquimico.

17.3. Determinacion de la eficiencia de transduccion lentiviral.

La determinacion de la eficiencia de transduccion por particulas lentivirales in vivo
se cuantificd atendiendo a la expresion concomitante de GFP. En la region de tejido
transducido se seleccioné un area de 0.5 mm? en 3 cortes consecutivos de tejido por
ratobn (n=4 ratones). Una proporcion del 8.8+1.6% de las neuronas estriatales,
identificadas por marcaje NeuN, fueron eficientemente transducidas, tal y como
evidencio el marcaje GFP*. De éstas, el 40.8+5.7% (mediaxSEM) fueron neuronas

estriatales, por tratarse de células NeuN".

17.4. Determinacion de la pérdida neuronal.

Para determinar la pérdida neuronal tras el tratamiento con 3NP, se contabilizé el
nimero de células NeuN" en una regién de 0.5 mm? circundante al area de inyeccién, en

un total de 3 cortes por raton.

17.5. Obtencion de tejido estriatal.

Con objeto de analizar la concentracion de glutation y actividad de GCL en el
estriado de ratdn, se obtuvieron muestras de tejido fresco, al cabo de 6 dias tras la
inyeccion estereotdxica de los lentivirus. Para evitar la variabilidad interindividual, cada
raton recibi6 el lentivirus control (mitoGCL(E103A)) y el problema (mitoGCL), uno en
cada hemisferio.

Los animales se anestesiaron profundamente con una mezcla de hidroclorato de
xilacina e hidrocloruro de ketamina/clorobutanol (1/4) (ver apartado 11). Tras la
decapitacion, se extrajeron los cerebros y se diseccionaron coronalmente, utilizando una

matriz de raton adulto (ASI Instruments, Michigan, EE.UU.). Esta matriz metalica se
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encuentra dividida en secciones de 1 mm, lo que permite diseccionar facilmente el
tejido con la utilizacion de un bisturi. La region de tejido que se escogid fue aquella
comprendida entre las lineas 7 y 11, corroborando en el tejido seleccionado la presencia
de las cicatrices derivadas de la inyeccion estereotaxica. Tras retirar la corteza cerebral
y seleccionar el ndcleo estriado, la muestra de tejido se dividio en dos mitades,
pudiendo asi utilizar el mismo tejido para las dos determinaciones bioquimicas
sefialadas.

Tras pesar el tejido, se lavd dos veces con PBS y se afadio &cido sulfosalicilico
(ASS) al 1% (p/v) o0 medio de aislamiento (MAM. 320 mM sacarosa, 10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH 7.4), segun se fuera a utilizar para determinar glutation o la actividad
de la GCL, respectivamente. Tanto el ASS como el MAM se utilizaron a razén de 10
ul/mg de tejido. A continuacion, el tejido se homogenizé realizando 20 agitaciones a
600 x rpm en un homogeneizador de teflén. Tras centrifugar a 13.000 x g durante 15
min a 4°C, se recogié el sobrenadante para realizar las determinaciones bioquimicas, tal

y como se refleja en los correspondientes apartados.

17.6. Estudio de la coordinacion motora.

La coordinacién motora en ratones se analiz6 mediante el test de rotarod (L'Episcopo
et al., 2010). Para ello se utilizé un aparato de 5 lineas (Modelo 47600. Ugo Basile,
Comerio, Italia), que consta de una varilla giratoria con velocidad ascendente sobre la
cual se sittan los ratones (uno por linea) objeto de estudio. En nuestros experimentos, se
utilizé una aceleracion continua desde 4 hasta 40 rpm, incrementando en 4 rpm la
velocidad durante 30 s, hasta alcanzar la velocidad final a los 270 s. Una vez situado el
animal en la plataforma, se observé su capacidad para mantenerse sobre ella sin caerse
durante los 300 s de duracion del test. Asi, al caer un ratdén desde la plataforma, se
acciond6 un mecanismo que detuvo un cronometro que marcaba el tiempo de
permanencia. Los tiempos de permanencia en la plataforma se anotaron, descartando los
valores de aquellos ratones que completaron 3 vueltas agarrados a la varilla y sin andar.

Este estudio se realiz6 una vez al dia, a la misma hora, durante los dias 1, 2 y 3 de
tratamiento. Previamente, se entrenaron a los animales durante los 2 dias previos a la

realizacion de la cirugia estereotdxica, a fin de facilitar la adaptacion y eliminar
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interferencias en el comportamiento del raton. Los datos se expresaron como tiempo de

permanencia.

18. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determin6 en las muestras solubilizadas con NaOH
0.1 M por el método de Lowry y colaboradores (Lowry et al., 1951), o mediante el
sistema comercial BCA (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Illinois, EE.UU.). En ambos

casos, se utilizé la albimina sérica bovina como estandar.

19. Cumplimiento de requisitos éticos en el tratamiento de
los animales

Todos los animales utilizados fueron obtenidos del Servicio de Experimentacion
Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca, de acuerdo con la legislacion vigente
(RD 1201/2005) y bajo licencia del Ministerio de Ciencia e Innovacion (MICIIN). Los
protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de

Salamanca.

20. Analisis estadistico

Todas las determinaciones en células en cultivo fueron realizadas, al menos, en
triplicado. Los valores se expresaron como medias + S.E.M. (error estandar de la media)
en, al menos, tres experimentos independientes. Para los experimentos in vivo, se

utilizaron de 6 a 8 animales por condicion. La significatividad se determind mediante
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andlisis de la varianza seguido del test de la menor diferencia significativa de rango
multiple (para comparaciones multiples) o el test de la t de Student (para comparaciones
entre dos unicos grupos de valores). En todos los casos, un valor de p < 0,05 se

considero estadisticamente significativo.
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Resultados

1. Sintesis de yGC en la mitocondria

La sobreexpresion de la subunidad catalitica de la GCL (GCLy) ha demostrado ser
suficiente para incrementar la sintesis de YGC vy, con ello, la concentracion de GSH
celular (Diaz-Hernandez et al., 2005). En este trabajo, nos propusimos dirigir la sintesis
de yGC a la mitocondria, a fin de estudiar sus funciones en ausencia de su ulterior
conversion en GSH. Asi, disefiamos y construimos un vector plasmidico que permitiese
sobreexpresar la GCL en el organulo. Para ello, fusionamos la GCLy con el fragmento
de 32 aminoacidos que compone la secuencia de reconocimiento mitocondrial de la
ornitina transcarbamilasa (OTC), que es suficiente para internalizar proteinas citosolicas
en la mitocondria (Horwich et al.,, 1985; Schriner et al., 2005). Este epitopo
mitocondrial se fusiond en el extremo amino terminal de la GCLy, originando una

nueva construccion a la que hemos denominado mitoGCL.

1.1. Localizacion mitocondrial de mitoGCL

La correcta expresion de mitoGCL en la mitocondria se comprobd en células
HEK293T (Figura 1). La transfecciobn con mitoGCL mostré a nivel celular un
incremento de la expresion de la GCL con respecto al vector vacio. Por otro lado, la
abundancia de mitoGCL fue similar a GCLy (en adelante, GCL) sin el epitopo
mitocondrial. En concordancia con estudios anteriores en nuestro laboratorio (Diaz-
Hernandez et al., 2005), la expresién de la subunidad moduladora de la GCL (GCL_) no

altero la abundancia de la subunidad catalitica en la célula.
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Figura 1. Expresion celular de mitoGCL. La expresion de mitoGCL se corroboré en células
HEK293T, a las 24 h post-transfeccion. MitoGCL incrementd la abundancia de GCL en célula entera,
de forma similar a la sobre-expresion de la secuencia de la proteina nativa (GCL). La transfeccién con

el vector vacio o conteniendo la secuencia de la subunidad moduladora (GCL,) no modificé el patron
de expresion de GCL.

Para estudiar la importacién mitocondrial de mitoGCL, se estudié su expresion en las
fracciones citosolica y mitocondrial en HEK293T. Como se observa en la figura 2,
mitoGCL se localiz6 en la fraccién mitocondrial, mientras que el vector vacio o GCL,

no importd la proteina a la mitocondria, quedando restringida al citosol celular.

P Mitocondria Citosol
(KDa)
L | —— — GCL
37- e G APDH
| —— VoAC
Vector Vacio + - - + - -
mitoGCL - + - - + -
GCL - - + - - +

Figura 2. Expresion mitocondrial de mitoGCL. Analisis de expresion proteica en extracto citosolico
y mitocondrial obtenidos por centrifugacién diferencial. La transfeccién en células HEK293T con
mitoGCL promueve la expresion de la proteina en la mitocondria, sin afectar a su patron citosélico. La
ausencia de sefial mitocondrial, evita la importacion de la proteina en el organulo.

La localizacion mitocondrial de mitoGCL se confirmd mediante inmunocitoquimica,

tras la co-transfeccion con el vector pMitoDsRed2, que dirige al organulo la proteina
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roja fluorescente. Las células transfectadas con el vector vacio, o con GCL sin epitopo
mitocondrial, mostraron expresion exclusivamente citosolica, ya que no co-localizaron
con la proteina roja fluorescente ni con DAPI (figura 3). Por el contrario, mitoGCL co-
localizé con anti-GCL y con MitoDsRed?2, lo que confirma la eficacia de mitoGCL para

dirigir GCL a la mitocondria.

pMitoDsRed?2 DAPI Superposicion

Vector
vacio

N ....

Figura 3. Localizacién mitocondrial de mitoGCL. Inmunocitoquimica que muestra en células
HEK293T transfectadas con mitoGCL, la co-localizacion del marcaje contra la GCL y el marcaje mito-
condrial derivado de la transfeccion con el plasmido pMitoDsRed2. La expresion de GCL sin epitopo
mitocondrial Gnicamente incrementa la presencia de la enzima en el citosol. En ningln caso se observo
la presencia de GCL en el ndcleo celular, marcado con DAPI. Barra de escala = 10 um.

mitoGCL

1.2. Procesamiento mitocondrial de mitoGCL

En el proceso de importacion de proteinas a la mitocondria se produce la escision del
epitopo mitocondrial (Neupert and Brunner, 2002; Sztul et al., 1987), lo que da paso a la
forma nativa de la proteina (Schriner et al., 2005 Neupert, 2002, 555). Para identificar el
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posible procesamiento de la mitoGCL tras el proceso de internalizacion, se estudio la
expresion de GCL en célula entera y fraccion mitocondrial. Como se observa en la
figura 4, la expresion de GCL en célula entera mostré una banda con una movilidad
electroforética propia de una proteina de peso molecular de ~73 KDa, que se
corresponde con el peso molecular descrito para la GCL (Yan and Meister, 1990). Sin
embargo, la expresion de mitoGCL dio lugar a una segunda banda de menor movilidad
electroforética, compatible con una forma de mayor peso molecular. Al analizar la
expresion de mitoGCL en la fraccion mitocondrial, se recuperd el patron de expresion
de la proteina nativa. Esto sugiere un procesamiento de la proteina tras su importacién
en el organulo, donde se escinde la secuencia de sefializacién y se recupera el peso

molecular correspondiente a la forma nativa.

Py Celular Mito
(KDa)
75
o TS e GCL Figura 4. Procesamiento mitocondrial de
mitoGCL. Analisis proteico por

transferencia de western en extractos
37- GAPDH proteicos de células HEK293T. La adicién
del epitopo mitocondrial origina una forma

30- fusionada de la proteina (mitoGCL en célula

—— e 4| VDAC entera), de mayor peso molecular que la

. proteina nativa (GCL). Tras la importacion

mitoGCL - + ¥ mitocondrial (Mito), la proteina recupera el
GCL + - - peso molecular de su forma nativa.
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2. Funcionalidad de mitoGCL

2.1. MitoGCL promueve la sintesis mitocondrial de yGC.

Con objeto de dilucidar si mitoGCL es capaz de sintetizar YGC, cuantificamos la
actividad de la GCL mediante HPLC con deteccion electroquimica en mitocondrias
aisladas. Para ello, utilizamos la fraccion proteica retenida por un filtro de 10 KDa en
presencia de acivicina, un inhibidor de la degradacion de yGC por glutation
transpeptidasa (GGT). Ademas, la especificidad de este método se confirmd por la
capacidad de L-BSO (L-butionina sulfoximina) (Griffith, 1999) de inhibir GCL, lo que
previno por completo la sintesis de YGC.

Como se observa en la figura 5, en mitocondrias de células control transfectadas con
el vector vacio no se detectd actividad GCL, mientras que la expresion de mitoGCL
indujo la capacidad de las mitocondrias para sintetizar yGC. Por tanto, tras la
importacion mitocondrial de mitoGCL y posterior procesamiento, la enzima permanece

funcional en el organulo.

Actividad
mitocondrialde GCL

1.67

-
K

Figura 5. MitoGCL es funcional y aumenta la sintesis
mitocondrial de yGC. La induccién de la sintesis in
vitro de yGC en mitocondrias aisladas se realiz6 en la
@ fraccion proteica retenida en un filtro de 10 KDa. Tras

vGC sintetizada
(nmol /min*mg proteina)

(=] (o=

s @

0.0- . . iy
Vector vacio + - incubar 15 min con los sutratos de la reaccion, en presen-
mitoGCL -  + cia de acivicina, se cuantifico la yGC por HPLC con

deteccion electréquimica.
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2.2. La sintesis mitocondrial de yGC no altera la concentracion de

glutation.

Ante la eventual posibilidad de que una actividad remanente de mitoGCL en el
citosol interfiriese en la biosintesis de GSH, se determinaron las concentraciones de
GSH en ceélula intacta y en las fracciones mitocondrial y citosélica. Como se observa en
la figura 6, la concentracion de GSH en células transfectadas con el vector vacio o con
mitoGCL fue similar, tanto en mitocondrias aisladas (figura 6a) como en citosol
(figura 6b), sugiriendo que la sintesis de yGC por mitoGCL es exclusivamente
mitocondrial y no interfiere con la produccion de GSH. En célula entera, las
concentraciones de GSH resultaron ser similares entre ambas condiciones (figura 6c¢).
En todos los casos, la expresion de GCL aumento la concentracion de GSH en todas las

fracciones analizadas.

Concentracion de GSH

Mitocondria Citosol Celular
8 - 70 A 70 A
* b * r
60 60
N c 1 4 *
o S 50 - § 50
o = -
a a 40 a 40
o4 o o |
£ £ 301 E 30 -
= © | . 5 | (i
i 20 A 20 A
£271~ | E7
0" 0“ o
Vectorvacio + - - VeCtO!' vacio + - - Vector vacio + - -
mitoGCL - + - mitoGCL - + - mitoGCL - + -
GCL - - + GCL - - + Gl < = %

Figura 6. La sintesis mitocondrial de YyGC no modifica la concentracién de GSH. Determinacion
de GSH en las fracciones mitocondrial (a) y citosolica (b) o en célula entera (¢) HEK 293T, 24 h
después de la transfeccion con el plasmido vacio (control) o de sobre-expresion de GCL en
mitocondria (mitoGCL) o en citosol (GCL).
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3. Efecto antioxidante de yGC

3.1. Modulacion de la concentracion de H,0, por mitoGCL.

Con el fin de explorar la posible capacidad de YGC de modular ROS, en primer lugar
se determind la produccién de H,O, por la mitocondria. Mediante analisis fluorimétrico
con AmplexRed fue posible detectar H,O, en mitocondrias aisladas, mantenidas en un
medio de respiracion. Como se aprecia en la figura 7a, en presencia de rotenona se
produjo un incremento en la produccion de H,O, que fue exponencial durante el tiempo
de analisis; sin embargo, la produccion de H,O, fue mucho maés lenta en células que
expresaban mitoGCL. Asi, el céalculo de la pendiente de la produccion de H,O, en
células transfectadas con mitoGCL mostré una reduccion del perdxido de un ~40% con
respecto al control (figura 7a).

Dado que el H,O, difunde a través de las membranas bioldgicas (Han et al., 2003),
su produccion mitocondrial podria afectar al resto de la célula. Como se observa en la
figura 7b, la actividad de mitoGCL previno el incremento de H,O, en célula entera
inducido por rotenona. Asi, se observo un descenso en la produccion de H,O, de un
~20%, lo que sugiere que la prevencion del incremento en H,O, por mitoGCL en la

mitocondria es extrapolable a un contexto celular.
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a) Amplex Red (Mitocondrial)
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Figura 7. Eliminacion de H,O, por mitoGCL en mitocondria y célula entera. Tras la estimulacion
con rotenona 10 uM, se analiz6 durante 45 min la produccién de H,O, mediante incubacion con la
sonda AmplexRed y deteccion fluorimétrica. a) Produccién de H,O, mitocondrias aisladas e incuba-
das en medio de respiracion mitocondrial. b) Determinacién de la produccién de H,O, en célula ente-
ra, incubada en tampdn Kreb’s-Ringer fosfato. En ambos casos, aparece a la derecha la cuantificacion
de la pendiente de la curva de produccién de H,0,. *, p < 0.05 con respecto al respectivo control de
transfeccion con el vector vacio (ANOVA).

Con el propésito de confirmar la capacidad de mitoGCL de eliminar H,O, en
mitocondria, se transfectaron células HEK293T con el vector pHyPer-dMito, con el cual

100



Resultados

es posible visualizar, mediante microscopia, la produccion de H,O, en el orgénulo.
Tanto en condiciones basales como en presencia de rotenona, la fluorescencia observada
en mitocondria fue menor con mitoGCL que con vector vacio (figura 8). Estos
resultados confirman la capacidad de la sintesis mitocondrial de yGC para disminuir

H>0O, en la mitocondria.

Fluorescencia de pHyPer-dMito

Sin tratar Rotenona

Vector
vacio

mitoGCL

Figura 8. MitoGCL previene la produccion de H,O, en la mitocondria. La co-transfeccion con el vec-
tor pHyPer-dMito permitié determinar la producciéon mitocondrial de H,O, mediante microscopia de epi-
fluorescencia. Para evitar el solapamiento con la GFP del vector pIRES, las transfecciones se realizaron
utilizando un vector pcDNA3.1(+). La produccion de H,O, se indujo durante 15 min con rotenona 10 uM
en células HEK293T, incubadas en tampon Hank’s, a 37°C. Barra de escala = 50uM.
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3.2. Modulacion de O, mitocondrial.

La sonda MitoSOX permite detectar O,” mitocondrial ya que no se oxida por otras

especies reactivas como el H,O, (Robinson et al., 2008; Zielonka and Kalyanaraman,

2010). Asi, mediante el marcaje con esta sonda y posterior anélisis por citometria de

flujo, determinamos O,  mitocondrial en células HEK293T. Mientras que en

condiciones basales no se encontraron diferencias significativas, la transfeccion con

mitoGCL previno el incremento de O, en la mitocondria, inducido por rotenona

(figura 9). Estos resultados se reprodujeron al tratar las células con é&cido 3-

nitropropionico (3NP), un inhibidor del complejo Il mitocondrial (figura 9). Estos

resultados confirman la capacidad antioxidante de YGC mitocondrial.

N
1

Fluorescencia (uds. arbitrarias)
—
1

Deteccién de ROS
mitocondriales

Vector vacio +
mitoGCL .

Sin tratar Rot 3NP
*
B il
#
*
e #
N
- 4+ - 4+ -
+ - + - +
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Figura 9. Deteccion de ROS mito-
condriales en HEK293T.

MitoGCL previno los ROS mitocon-
driales en células se trataron durante 4
h con rotenona (Rot) 1 uM o durante 2
h con acido 3-nitropropidnico (3NP) 10
mM, en DMEM sin FCS. Posteriormen-
te se incubaron con MitoSOX 2 uM en
tampdn Hank’s (30" a 37°C y 5% CO,)
y se cuantificd su fluorescencia por
citometria de flujo.

*, p < 0.05 con respecto al control sin
tratar

#, p < 0.05 con respecto al control co-
rrespondiente.
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4. La actividad antioxidante de mitoGCL es debida a la sintesis
de yGC.

La sintesis de yGC por la GCL reside en la capacidad del centro activo de la enzima
para unir los aminoacidos glutamato y cisteina mediante un enlace y-aminoacidico
(Griffith, 1999). Se ha demostrado que la mutacion del glutdmico en posicién 103
(EL03A) a alanina, altera el centro activo de la enzima y origina pérdida de
funcionalidad (Backos et al., 2010). Con el propdsito de investigar si la sintesis
mitocondrial de yGC es la responsable de la actividad antioxidante de mitoGCL, se
mutd el residuo 103 para crear la version cataliticamente inactiva de la proteina
(mitoGCL(E103A)).

Como se observa en la figura 10, la mutacion introducida no alteré la movilidad
electroforética ni la abundancia con respecto a la forma original de mitoGCL; sin
embargo, anulo la capacidad de mitoGCL de sintetizar yGC en la mitocondria (Figura
11a).

Célula entera

mitoGCL
mitoGCL
(E103A)

MW

(KDa)
i GEL _ . _ _
Figura 10. Expresion proteica de mitoGCL(E103A).

Patron de expresién proteica de la forma inactiva mi-

- toGCL(E103A) en extractos de células HEK?293T.
GAPDH Como control positivo, se transfectaron las células con
‘ la forma original (wt) de mitoGCL.

Por otro lado, mitoGCL(E103A) no fue capaz de prevenir los niveles mitocondriales
de ROS, determinados con MitoSOX, tanto en condiciones basales como tras el
tratamiento con rotenona (Figura 11b). Sin embargo, la forma cataliticamente activa de
mitoGCL disminuy¢ significativamente la fluorescencia de MitoSOX en la mitocondria
de células tratadas con rotenona. Asi, la eliminacion de la capacidad de mitoGCL de

sintetizar yGC suprime su actividad antioxidante.
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a) Actividad GCL b) Deteccion de ROS
celular mitocondriales
Sin tratar Rotencna
*
81 — 2.07 *

a0

@
—
w

—
o

YGC sintetizada
{(nmol /min*mg proteina)
I

M
(=]
[9)]

orescencia (uds. arbitrarias)

- e .
w 0.0-

0- —

Vector vacio + - - Vectorvacio + - - + - -
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Figura 11. La mutacion E103A previene la sintesis de yGC por mitoGCL y su actividad
antioxidante. a) Determinacion in vitro de la actividad GCL de la forma inactiva mitoGCL(E103A)
en célula entera HEK293T. La yGC sintetizada durante 15 min se cuantifico por HPLC con deteccion
electroquimica. b) Deteccion de ROS mitocondriales mediante citometria de flujo, tras incubacion con
MitosSOX 2 uM. Para la induccidn del estrés oxidativo, las células HEK293T se trataron durante 4h
con rotenona 1 pM.

* p <0.05 (ANOVA)
*, p < 0.05 con respecto al respectivo control de transfeccion con el vector vacio.
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5. MitoGCL disminuye los niveles mitocondriales de ROS en
ausencia de GCL citosolica.

Dado que la funcion de mitoGCL se ha observado en presencia de niveles
fisiolégicos de GCL, podria caber la posibilidad de un solapamiento entre la funcién
antioxidante de yGC y la de GSH enddgeno. Por ello, decidimos eliminar la funcion de
GCL sin afectar la de mitoGCL, para lo cual disefiamos una forma de mitoGCL
refractaria a la interferencia por shGCL. Mediante mutagénesis dirigida, se introdujeron
mutaciones silenciosas en la secuencia de GCL que es reconocida por el shRNA. La
expresion de esta forma mutada de mitoGCL (mitoGCL(mut)) no indujo cambio alguno
en la abundancia de la proteina con respecto a mitoGCL, ni se vio afectada por la accién
de shGCL (figura 12a).

Como se observa en la figura 12b, shGCL disminuyo drasticamente la concentracion

de GSH, independientemente de la presencia de mitoGCL silvestre o mutado.

b) Concentracion de

GSH celular
307
a) .
4]
mitoGCL mitoGCL 5 -
MW (wt) (mut) 5 207
(KDa) a
75— v ] GCL g
S 101
3T-MGAPDH =
shControl + - + -
shGCL - + - + 0-
shControl + - -
shGCL - + +
mitoGCL + + -
miteGCL(mut) - - +

Figura 12. MitoGCL(mut) es refractario al silenciamiento de GCL a) La expresion del shRNA
contra la GCL (shGCL) o contra la luciferasa (shControl) se realiz6 mediante la transfeccién con un
vector pSUPER-NeoGFP. Tres dias después de la transfeccion en células HEK293T, se analizé la ex-
presion de la GCL por transferencia de western en células que expresaron la forma original de mi-
toGCL (wt) o refractaria (mut) al shGCL (24 h post-transfeccion). b) Determinacion de la concentra-
cién de GSH celular en células HEK293T, analizada después de tres dias de silenciamiento y 24 h post-
transfeccion con los plasmidos de sobre-expresion.

* p < 0.05 con respecto a control (ANOVA)
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Tal y como era de esperar, el silenciamiento de GCL enddgena y consecuente
disminucion de GSH incrementd los ROS mitocondriales inducidos por rotenona
(figura 13). Este incremento de ROS se previno por mitoGCL(mut), lo que sugiere que
la sintesis mitocondrial de YGC es suficiente para reducir ROS, a niveles presentes en
células control, incluso en ausencia (o disminucion) de sintesis citosolica de GSH
(figura 12b).

Deteccion de ROS
mitocondriales

Sin tratar Rotenona

N
~

* * %

T}
=i

Figura 13. Modulacién de ROS mitocon-
driales por mitoGCL tras el silenciamien-

1.2 T to de la GCL enddgena.
Mediante marcaje de células HEK293T con
la sonda MitoSOX, se determinaron los
0.6 niveles de ROS mitocondriales, después de 3

orescencia (uds. arbitrarias)

dias de expresion de SshRNA contra
S luciferasa (shControl) o GCL (shGCL) y tras
L 00 — 24 h de la transfeccion con los plasmidos de

shControl + - - + - - sobreexpresion.
shGCL - + + - + +
Vector vacio + + + + - *, p < 0.05 con respecto al correspondiente
mitoGCL(mut) - - + - - + control (ANOVA).
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6. Mecanismo de accion de la actividad antioxidante de yGC.

6.1. Efecto del silenciamiento de enzimas antioxidantes.

El mecanismo por el cual yGC elimina ROS en la mitocondria podria ser, en
principio, por reaccién directa con H,O, y O,", comportandose asi como un atrapador o
“scavenger”, tal y como se ha sugerido que puede hacer ocasionalmente GSH (Ross et
al., 1985; Wefers and Sies, 1983; Winterbourn and Metodiewa, 1994). Sin embargo,
también cabria la posibilidad de que, por semejanza estructural con GSH, el efecto
antioxidante de yGC est¢ mediado por alguno(s) de los sistemas enzimaticos que
utilizan GSH como cofactor. Con objeto de dilucidar el mecanismo de accion de la
vGC, contemplamos ambas opciones.

Mediante RNA de interferencia conseguimos silenciar GSS, tal y como se muestra en
la figura 14. Este efecto aumenté significativamente la concentracion de yGC a la vez
que disminuyo la de GSH (tabla 1). En las condiciones de estudio analizadas no fue
posible detectar la forma oxidada de yGC en células HEK293T.

RS
Py _QOQ
(KDa) & SIRNA

50- vy | GSS

37'|..... e | GPX1

37 E GAPDH Figura 14. Silenciamiento enzimatico por siRNA.
Analisis de la eficiencia de silenciamiento proteico

5D'|i ~|GSR en HEK293T, después de tres dias de transfeccion
37-GAF’DH con siRNA 100 nM, contra la glutation sintetasa
| — (GSS), glutation peroxidasa 1 (GPx1), glutation

reductasa (GSR) y superoxido dismutasa 2 (SOD2).
25- | S— SoD2 El siControl es un siRNA disefiado contra la lucife-
GAPDH rasa. Como control de carga se utilizé gliceraldehi-
do-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
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Concentraciones de GSH y yGC oxidada y reducida

vGC reducida vGC oxidada GSH
(nmol/mg proteina)  (nmol/mg proteina) (nmol/mg proteina)
siControl 0.32+0.01 ND 23.5+£0.8
s1GSS 0.37+0.02°% ND 13.3:1.3%
s1GSS+mitoGCL  0.41+0.02* ND 13.9+0.2%

Tabla 1. Cuantificacion de GSH y las formas oxidada y reducida de yGC tras silenciamiento de
GSS. Concentracién de yGC en células HEK293T que sobre-expresaron mitoGCL, analizada por
ULPC-MS/MS a los 3 dias del silenciamiento de la glutation sintetasa (siGSS), mediante transfec-
cion con siRNA 100 nM. En las condiciones analizadas, no se detectd la forma oxidada de yGC.

* p < 0.05 con respecto a la transfeccion con siRNA contra la lucifersasa (siControl). ND: No
detectable. Los resultados se expresan como la media=SEM (N=8-10).

Sorprendentemente, la interferencia de GSS abolié por completo el incremento de
ROS inducido por rotenona, tanto en presencia como en ausencia de mitoGCL (Figura
15). Este efecto no solo confirma la capacidad antioxidante de yGC sino que sugiere que
GSH es prescindible, al menos en parte, para el mantenimiento del estado redox
mitocondrial.

De las isoformas existentes de glutation peroxidasa (GPx1-4), GPx1 es la que
presenta mayor especificidad y capacidad para reducir el H,O, en la mitocondria
(Toppo et al., 2009; Yant et al., 2003). Asi, procedimos a estudiar su papel en la
eliminacion de H,O, por yGC mitocondrial. Una vez corroborada la capacidad y
especificidad del siRNA para silenciar GPx1 (Figura 14), analizamos los niveles de O,
mitocondriales. Tal y como se muestra en la Figura 15, el silenciamiento de GPx1
incremento significativamente la concentracion de O,~ mitocondrial, incluso en células
transfectadas con mitoGCL.

Por otro lado, el silenciamiento simultaneo de GPx1 y GSS no incrementd mas la
concentracion de O, mitocondrial (Figura 15). Estos resultados sugieren que GPx1 es

imprescindible para la eliminacion de ROS por yGC.
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Figura 15. Sistemas enzimaticos implicados en la detoxificacion de O,” mitocondrial por yGC.
La determinacion de la produccién de ROS mitocondriales se realiz6 en células HEK293T, en estado
basal o tras el tratamiento con rotenona 1 pM durante 4 h, en medio DMEM sin FCS. Para el silen-
ciamiento enzimatico, las células se mantuvieron 3 dias tras la transfeccion con 100 nM de siRNA
contra la luciferasa (siControl), glutation sintetasa (siGSS), glutation peroxidasa (siGPx1), glutation
reductasa (siGSR) y superoxido dismutasa 2 (siSOD2). La fluorescencia de MitoSOX se analiz6 por
citometria de flujo, tras el tratamiento con rotenona y transcurridas 24 h de la transfeccién con el vec-
tor vacio o de expresion de mitoGCL.

*, p < 0.05 con respecto a la transfeccién con siRNA contra la lucifersasa (siControl) en estado basal
(ANOVA).

#, p < 0.05 relativo al valor del siControl tratado con rotenona (ANOVA).

El GSH oxidado (GSSG), por accion de GPx1, es reducido por la glutation reductasa
(GSR) (Mari et al., 2009), un proceso de gran importancia en la mitocondria, ya que
carece de biosintesis de novo de GSH (Mari et al., 2009; Olafsdottir and Reed, 1988).
En nuestras condiciones de estudio no detectamos yGC oxidada que, tedricamente,
podria resultar de su utilizacion por GPx1, a juzgar por UPLC-MS/MS en células
HEK293T (tabla 1). No obstante, nos propusimos analizar el efecto del silenciamiento
de GSR (figura 14) sobre ROS mitocondriales. Como se observa en la figura 15, el

silenciamiento de GSR no increment6 la producciéon de O, por la mitocondria en
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células control ni en las transfectadas con mitoGCL. Estos resultados sugieren que GSR
no participa en el mecanismo de accion antioxidante de la yGC mitocondrial.

Con objeto de evaluar la posible capacidad de YGC de eliminar directamente O;",
silenciamos SOD2 (Figura 14), a fin de evitar la conversién O,” en H,0,. Como se
muestra en la figura 15, este efecto incrementé O,™ en la mitocondria, tanto en células
control como en transfectadas con mitoGCL. Estos resultados sugieren que para la
eliminacion de ROS por yGC es necesaria la conversion de O, en H,O, y su posterior

eliminacion mediante GPx1.

6.2. Efecto de yGC sobre la estabilidad de H,0, in vitro.

A la vista de que los resultados anteriores sugieren la participacion de GPx1 en el
proceso de eliminacion de ROS mitocondriales por YGC, la actividad antioxidante de
yGC parece basada en su capacidad de eliminar H,O,. Con objeto de explorar
especificamente esta hipotesis, analizamos el efecto de yGC sobre la estabilidad de
H.0, in vitro, en presencia y en ausencia de GPx1. Como control positivo estudiamos el
efecto de GSH.

Tanto yGC (figura 16a) como GSH (figura 16b), fueron incapaces de eliminar H,O,
en ausencia de GPx1. Sin embargo, la presencia de GPx1 elimind H,O, de manera
similar y dependiente de las concentraciones de yGC y GSH (figura 16a,b).

En un contexto celular, la eliminacion de H,O, por GPx1 y GSH es seguida de la
actividad de la GSR, que cataliza la reduccion del GSSG formado tras la eliminacion de
H,O, (Kelner and Montoya, 2000; Rahman et al., 1999). Asi, estudiamos el posible
efecto de GSR sobre la capacidad de yGC de eliminar H,O, en presencia de GPx1.
Como se muestra en la figura 16c, la presencia de GSR no afecto la estabilidad de H,0,
a 200 uM de yGC, mientras que si lo hizo a 200 uM de GSH (figura 16d). Asi, la
presencia de GSR no mejora la eliminacion de H,O, mediada por GPx1 cuando utiliza

vGC como cofactor.
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Figura 16. La yGC reacciona in vitro con H,O, por mediacién de la GPx1 y no es reducida por
GSR. La capacidad antioxidante de la yGC se confirmoé in vitro mediante el estudio de su reactivi-
dad con H,0, 100 uM. Para ello, se utilizaron concentraciones de yGC (a) 0 de GSH (b) entre 0 y 2
mM, en presencia de 0.5 U/mL de GPx1 purificada. Para el estudio de la reactividad en presencia de
0.5 U/mL de GPx1 y/o GSR, se realiz6 a una concentracion de yGC (c) o de GSH (d) de 200 pM,
manteniendo la concentracion de H,O, 100 uM. En ausencia de sustratos o de enzimas, el H,O, se
mantuvo invariable durante los 5 min del ensayo.
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7. Modulacion del estado redox de GSH por yGC.

La oxidacion de GSH a GSSG depende de la produccion de ROS, de modo que la
concentracion de GSSG se considera un marcador del estado redox celular [Schafer FQ,
2001, 1191; Jones, 2002, 1974]. Como se observa en la figura 17, no se observaron
diferencias significativas en las concentraciones de GSH y GSSG en células
transfectadas con el vector vacio o con mitoGCL. Sin embargo, tras el tratamiento con
rotenona se produjo un descenso significativo de GSH en células control, que coincidid
con un incremento de GSSG (Figura 17b). Por el contrario, las concentraciones de
GSH y GSSG se mantuvieron inalteradas en todo momento en presencia de mitoGCL.

Estos resultados sugieren que YGC modula el estado redox de GSH.

a) Concentracién de b) Concentracion de
GSH celular GSSG celular
e 0{\@ 2 O‘:“b
& .\.z,(\ X .@f‘\
301 31 *
* T
© e
£ 201 5 214
=] i =]
= =Y
[#5] o
E E
g 101 E 1
[ [
0 — - 0o— -
Vector vacio + - + - Vectorvacio + - + -
miteGCL - + - + mitoGCL - + - +

Figura 17. La yGC mitocondrial previene la oxidacion de GSH. Cuantificacion de GSH (a) y
GSSG (b) en extractos de células HEK293T. MitoGCL previno la oxidacion de GSH promovida
mediante la incubacién de las células con rotenona 1 uM durante 4 h.

*. p < 0.05 con respecto al control sin tratar
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8. Modulacion redox de tioles proteicos por yGC.

El GSH modula proteinas post-traduccionalmente mediante glutationilacion (Franco
and Cidlowski, 2009; Garcia et al., 2010; Holmgren et al., 2005). En esta funcion, el
residuo sulfhidrilo de la cisteina del GSH desempefia un papel esencial, al ser el
mediador de la union con los residuos proteicos susceptibles de glutationilacion. A tenor
de su semejanza estructural con GSH, especialmente por la conservacion del grupo
sulfhidrilo, nos propusimos estudiar la posible modificacion de proteinas por yGC. Para
ello, se analizaron por ULPC-MS/MS las concentraciones de YGC unido a proteinas, tal
y como se muestra en la Tabla 2. En las condiciones de estudio, no se detecto la
presencia de YyGC unida a proteinas, tanto en células control como en aquellas
transfectadas con mitoGCL. Por el contrario, se comprobé la modificacion de proteinas
por GSH, la cual no se vio modulada por la expresion de mitoGCL. Asi, yGC no parece

ser capaz de unirse a proteinas, tal y como lo hace GSH.

Modificacion redox de tioles por yGCy GSH

Por yGC Por GSH
(pmol/mg proteina)

Vector vacio ND 5.69+0.56

mitoGCL ND 5.03+0.36

Tabla 2. Modificaciones redox en tioles proteicos por yGC o GSH. Mediante andlisis por
UPLC-MS/MS se determind la uniéon de yGC o GSH a proteinas, en extractos de células

HEK293T. La presencia de yGC unida a proteinas no se detecté (ND) en las condiciones de estu-
dio.
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9. Eliminacion de ROS por yGC mitocondrial en neuronas.

Debido a su alta dependencia del metabolismo mitocondrial (Mattson et al., 2008;
Schapira, 2002) las neuronas son particularmente susceptibles al estrés oxidativo (Diaz-
Hernandez et al., 2005; Dringen and Hirrlinger, 2003; Herrero-Mendez et al., 2009). Por
ello, a continuacién nos propusimos investigar el posible efecto beneficioso de la

sintesis mitocondrial de yGC en neuronas.

9.1 Efecto de inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial.

Con objeto de corroborar la actividad antioxidante de YGC en neuronas, utilizamos
rotenona, antimicina A y acido 3-nitropropionico (3NP), compuestos que producen un
incremento de ROS mitocondriales por inhibicién de los complejos I, 11 y I,
respectivamente (Calkins et al., 2005; Murphy, 2009).

Como se observa en la figura 18, mitoGCL promovio un descenso significativo de
O" en la mitocondria, en comparacion con las células transfectadas con el vector vacio.
Es mas, este descenso fue aln mayor en presencia de los mencionados inhibidores, y se
previno completamente en células que expresaban mitoGCL. Estos resultados

demuestran la eficacia de mitoGCL como sistema antioxidante en neuronas.

Deteccidén de ROS

mitocondriales en neuronas
— O Vector vacio
_g 2.0 " W mitoGCL
g T # # Figura 18. Disminucion de ROS mito-
2 1.5 T condriales en neuronas por mitoGCL.
® En cultivos primarios neuronales se
3z T determinaron los ROS mitocondriales,
2101 # mediante marcaje con la sonda Mito-
.g SOX y posterior analisis citométrico. La
S ' induccion del estrés oxidativo se efectio
o 0.5-| con rotenona 10 uM, antimicina A 10
@ UM o 3NP 2mM durante 15 minutos a
9 T? ambiente en tampon Hank’s.
L 0.0- by
é@} Rot AA  3NP #, p < 0.05 con respecto a las células
_(\\‘ transfectadas con el vector vacio y sin
< tratamiento.
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9.2. Modelo de excitotoxicidad.

La excitotoxicidad, o muerte neuronal por sobreactivacion de los receptores N-metil-
D-aspartato (NMDA), esta implicada en las enfermedades neurodegenerativas. En este
proceso se produce un incremento de la concentracién de Ca®* mitocondrial y la
subsiguiente despolarizacion de la membrana interna mitocondrial, con produccion de
ROS (Krantic et al., 2005). En este trabajo, nos propusimos estudiar si mitoGCL es
capaz de prevenir dicha produccion de ROS en neuronas en cultivo primario. Como se
observa en la figura 19, tras inducir un estimulo excitotdxico con glutamato, se aprecio
un claro incremento en la fluorescencia derivada de la oxidacion de MitoSOX en
neuronas transfectadas con el vector vacio. Las neuronas que expresaban mitoGCL
(GFP") mostraron menor oxidacion de la sonda tras el estimulo glutamatérgico, siendo
su fluorescencia similar a la observada en el estado basal. Las neuronas adyacentes (no
transfectadas) o aquellas que incorporaron el vector vacio, mostraron una mayor

produccién mitocondrial de O,", tanto en estado basal como tras la estimulacién con

glutamato.
Sin tratar Glutamato
GFP MitoSox MitoSox
Vector
vacio
mitaGCL

Figura 19. MitoGCL detoxifica ROS en neuronas tras excitotoxicidad glutamatérgica. Determina-
cién de O, mitocondrial tras estimulo agudo con glutamato 40 uM (15 min) en tampdén Hank’s suple-
mentado con glicina 10 uM. El cambio de fluorescencia de MitoSOX se analizd mediante microscopia de
epifluorescencia. Las flechas sefialan las células transfectadas con las construcciones plasmidicas.

Barra de escala = 10 pm.
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Con el propésito de corroborar estos resultado, se determind mediante citometria de
flujo el efecto de mitoGCL en la prevencion del estres oxidativo mitocondrial inducido
por glutamato. En estos experimentos, la produccion de ROS se cuantifico transcurridas
24 h del estimulo excitotoxico. Como se observa en la figura 20a, el tratamiento con
glutamato increment6 la produccién de O, mitocondrial en las neuronas transfectadas
con el vector vacio, efecto que se abolié completamente al expresar mitoGCL. La
prevencion del incremento en O,” mitocondrial tras el estimulo glutamatérgico
corrobora los resultados observados con los inhibidores de la cadena respiratoria
mitocondrial, lo que confirma la alta eficacia de mitoGCL como sistema antioxidante en

neuronas.

9.3. GPx1 es necesaria para el efecto antioxidante de yGC en

neuronas.

Con objeto de confirmar que yGC es necesaria para la accidon antioxidante de
mitoGCL en el modelo de excitotoxicidad, estudiamos el efecto de la forma inactiva
mitoGCL(E103A). Como se observa en la figura 20b, la transfeccion con
mitoGCL(E103A) no fue capaz de disminuir la concentracion de ROS en la mitocondria
promovida por glutamato.

Para corroborar si la accion antioxidante de yGC dependia de GPx1, utilizamos la
misma estrategia de silenciamiento que fue abordada en el apartado 6.1. Tal y como
muestra la figura 20c, el silenciamiento de GPx1 previno el efecto de mitoGCL; por su
parte, el silenciamiento de GSS y GSR no promovié un incremento de ROS
mitocondrial, sugiriendo que estas proteinas no intervienen en la eliminacion de ROS
por YGC. Estos resultados confirman que yGC ejerce su accion antioxidante en neuronas

actuando como cofactor de la GPx1.
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Figura 20. MitoGCL detoxifica ROS a través de GPx1. a) La version wt, pero no la cataliticamente inacti-
va de mitoGCL (mitoGCL(E103A)) previno la formacion de O,", cuantificado mediante marcaje con Mito-
SOX b) Determinacion de O,” tras el silenciamiento de glutation sintetasa (siGSS), glutation peroxidasa 1
(siGPx1) o glutation reductasa (siGSS). El siControl lo representa la transfeccion con siRNA contra la lucife-
rasa. En todos los casos, el analisis de la produccion de ROS se realizé 24 h después de estimulo excitotdxico
con glutamato 100 uM durante 5 min en presencia de glicina 10 pM.

*, p < 0.05 (ANOVA); #, p < 0.05 con respecto a las células transfectadas con el vector vacio y no tratadas
con glutamato.
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10. Accion neuroprotectora de yGC en cultivo.

Dada la relevancia del glutation como neuroprotector (Bolafios et al., 1996; Diaz-
Hernandez et al., 2005; Dringen and Hirrlinger, 2003), a continuacién nos propusimos
investigar si el efecto antioxidante de yGC tiene impacto sobre la supervivencia celular.
Como se observa en la figura 21, la incubacién de las neuronas en cultivo primario con
glutamato promovi6 un aumento de la muerte apoptética en neuronas transfectadas con
el vector vacio, que se previno de forma significativa con mitoGCL.

Con objeto de dilucidar si la neuroproteccién por mitoGCL se debe a la actividad
antioxidante de YGC en la mitocondria, nos propusimos estudiar la activacion de la
caspasa 3 en neuronas primarias tras el estimulo glutamatérgico. Como se observa en la
Figura 21b, el tratamiento con glutamato increment6 la abundancia de la caspasa 3
activa, lo que demuestra la participacion de la via intrinseca en la apoptosis promovida
por el neurotransmisor. La transfeccion con mitoGCL disminuyé significativamente la
activacion de la caspasa 3 en estas condiciones, lo que sugiere que la sintesis

mitocondrial de yGC actua previniendo la via intrinseca apoptotica.
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Figura 21. Prevencion de la apoptosis neuronal por yGC. a) Cuantificacion de la apoptosis neuronal
por citometria de flujo, transcurridas 24 h de la estimulacion con glutamato 100 uM (5 min en presen-
cia de glicina 10 uM). Se consideraron apoptoticas las células positivas para el marcaje con Anexina V-
APC y negativas para 7-AAD. b) El marcaje con un anticuerpo contra la caspasa-3 activa permitié la
determinacion de la apoptosis intrinseca por citometria de flujo, transcurridas 24 h del estimulo glu-
tamatérgico. *, p < 0.05 (ANOVA).
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Por ltimo, estudiamos la participacion del receptor NMDA en el incremento del
estrés oxidativo mitocondrial y la apoptosis inducidas por glutamato. Para ello,
utilizamos MK801, un antagonista especifico del receptor NMDA. Asi, la pre-
incubacion con MK801 aboli6 el incremento de O, mitocondrial (figura 22a), la
apoptosis neuronal (figura 22b) y el aumento de la caspasa 3 activa (figura 22c)
producidos por glutamato, lo que confirma la mediacién del receptor NMDA en estos

procesos.
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Figura 22. Mediacion del receptor NMDA en la excitotoxicidad glutamatérgica. La inhibicion
farmacolégica del receptor NMDA se realiz6 mediante la incubaciéon con MK801 10 uM durante los 5
min previos a la estimulacion con glutamato 100 uM (5 min) en presencia de glicina 10 puM. a)
Deteccion de ROS mitocondriales mediante marcaje con MitoSOX. b) Apoptosis neuronal, cuantificada
como células Anexina*/7AAD". ¢) Células positivas para el marcaje con un anticuerpo contra la forma
activa de la caspasa 3.

*, p < 0.05 en comparacion con las células tratadas con glutamato (sin inhibidor).
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11. Accion neuroprotectora de yGC in vivo.

11.1. Existencia de yGC oxidada y reducida in vivo.

Teniendo en cuenta la alta eficacia de mitoGCL para actuar como sistema
antioxidante y protector en neuronas en cultivo, a continuacion nos propusimos estudiar
la posible utilidad de mitoGCL como sistema neuroprotector in vivo.

En primer lugar, decidimos investigar la posible existencia de las formas reducida y
oxidada de yGC en diversos tejidos en raton. Como se aprecia en la tabla 3, los tres
tejidos estudiados (cerebro, higado y rifion) expresaron yGC reducida, si bien a
concentraciones que son entre 40 y 100 veces menores que las de GSH. Por otro lado,
demostramos que estos tejidos también expresan la forma oxidada de yGC, lo que
representa, a nuestro juicio, la primera evidencia de la existencia de este disulfuro in

vivo.

Concentraciones in vive de GSHy 7GC oxidada y reducida

vGCreducida vGC oxidada GSH
(nmol/mg proteina) (pmol/mg proteina) (nmol/mg proteina)
Cerebro 0.26+0.01 1.46£0.25 24.2+1.4
Higado 0.41£0.02 10.63+1.87 63.9+5.2
Riiion 1.66+0.36 1.14£0.25 20.7£3.2

Tabla 3. Concentraciones de YGC y GSH in vivo. Concentraciones de yGC oxidada y reducida, y
GSH reducido, en cerebro, higado y rifion de ratones C57BL/6J, mediante ULPC-MS/MS.
Los resultados se expresan como media £ SEM (n= 7-8 ratones).

11.2. MitoGCL aumenta la sintesis de yGC en cerebro in vivo.

A continuacion, nos propusimos investigar si la transduccion con mitoGCL era capaz

de incrementar la sintesis mitocondrial de yGC in vivo. El anélisis de la actividad de la
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GCL en los tejidos transducidos por mitoGCL se efectué en muestras obtenidas en
paralelo a las utilizadas para la determinacion de GSH en tejido fresco. Asi, se
inyectaron lentivirus portadores de las formas activa (mitoGCL) o inactiva
(mitoGCL(E103A)) de mitoGCL en el estriado de ratones C57BL/6J. La determinacion
de la actividad de GCL en tejido estriatal transducido mostr6 un incremento
significativo de la produccién de yGC por mitoGCL, pero no por mitoGCL(E103A)
(figura 23a).
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Figura 23. MitoGCL aumenta la sintesis de yGC in vitro sin modular los niveles de GSH.
Determinacioén de yGC y GSH en tejido estriatal transducido con lentivirus. Las muestras se obtuvieron
en fresco, seleccionando mediante una matriz la regién de estriado transducida. Para ambas
determinaciones, se utilizaron muestras procedentes del mismo tejido. a) Determinacion por HPLC de
vGC en homogenado de tejido, tras induccion in vitro de la actividad GCL. b) Cuantificacion de GSH
en homogenado de tejido estriatal.

*, p < 0.05 respecto a tejido transducido con la forma inactiva mitoGCL(E103A).

A fin de confirmar que la transduccion con mitoGCL Unicamente aumenta la
produccion de yGC sin modificar la de GSH, analizamos la concentracion del tripéptido
en el estriado de los cerebros inyectados con lentivirus. La determinacion de GSH se
realizd en las mismas muestras de tejido fresco que se utilizaron para la determinacion
de yGC. Los resultados obtenidos (Figura 23b) no mostraron diferencias significativas
en la concentracion de GSH entre el tejido transducido con mitoGCL(E103A) o con
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mitoGCL, lo que confirma que la expresion de mitoGCL no afecta a la sintesis de GSH

in vivo, tal y como se observé en los experimentos in vitro (ver figura 6).

11.3. MitoGCL promueve la supervivencia neuronal in vivo.

Con objeto de investigar la eficacia de mitoGCL como posible terapia génica
neuroprotectora, nos propusimos utilizar un modelo de neurotoxicidad aguda en raton.
Decidimos emplear la administracion intraperitoneal de &cido 3-nitropropionico (3NP),
ya que cursa con estrés oxidativo mitocondrial y muerte neuronal en el nicleo estriado
(Beal et al., 1993; Calkins et al., 2005).

Como se observa en la figura 24a, el tratamiento con 3NP increment6 el marcaje de
células apoptoticas mediante la técnica de TUNEL, mostrando un mayor namero de
eventos en los ratones inyectados con mitoGCL(EL103A) con respecto a los inyectados
con mitoGCL. La apoptosis neuronal se cuantifico en la region de maxima expresion de
los lentivirus, para lo cual se selecciond un area de 0.3 mm? en la zona de inyeccién, en
tres secciones coronales consecutivas de cada raton. La apoptosis neuronal
cuantificacion de la, que aparece en la figura 24b, muestra una mayor proporcion de
células NeuN*/TUNEL" tras el tratamiento con 3NP Unicamente en los animales
transducidos con mitoGCL(E103A). Asi, la expresion de mitoGCL previene de la
muerte neuronal apoptética del estriado tras el tratamiento con 3NP in vivo. En
condiciones basales, la administracion de vehiculo (PBS) no indujo diferencias

significativas entre ambas condiciones (figura 24).
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Figura 24. Prevencion de la apoptosis y pérdida neuronal en modelo in vivo por mitoGCL. (a)
Analisis de la muerte neuronal apoptdtica por microscopia confocal en secciones estriatales de ratones
inyectados con particulas lentivirales por estereotaxia. La administracion i.p. de 50 mg/Kg de 3NP (50
mg/kg dos veces cada dia hasta 7 dosis) produjo un incremento de la muerte neuronal apoptotica (célu-
las TUNEL*/NeuN") en el estriado de ratones inyectados con mitoGCL(E103A), pero no con la forma
activa. Barra de escala = 20 um. (b) Anélisis cuantitativo del panel a. (c) Cuantificacion de la pérdida
neuronal (células NeuN™) tras el tratamiento con 3NP en relacion a la administracion de vehiculo (PBS).

* p <0.05 (ANOVA).
*, p < 0.05 respecto a tejido transducido con la forma inactiva mitoGCL(E103A).
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Ademas, como se observa en la figura 25, el tratamiento con 3NP indujo una pérdida

de neuronas estriatales transducidas con mitoGCL(E103A), pero no con mitoGCL (ver
cuantificacion en figura 24c).

Vehiculo

mitoGCL(E103A)

Vehiculo

mitoGCL

Figura 25. Proteccion in vivo en modelo acudo de neurotoxicidad. Inmunohistoquimica coronal del
nacleo estriado de ratones C57BL/6J inyectados con lentivirus por estereotaxia y tratados con 3NP 50
mg/Kg de peso corporal (cada 12 h, hasta 7 dosis) por via intraperitoneal (i.p.). La inmunohistoquimica
evidencia la supervivencia de neuronas (NeuN") transducidas eficientemente (GFP™) con mitoGCL, y la
pérdida de neuronas transducidas con la forma inactiva mitoGCL(E103A), tras el tratamiento con 3NP.
La inyeccion i.p. de PBS (vehiculo) no produjo cambios inmunohistoquimicos en el estriado.

Barra de escala: 200 um
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11.4. MitoGCL previene de la descoordinacion motora producida por

3NP.

La supervivencia neuronal observada por el analisis inmunohistoquimico muestra
gue mitoGCL previene de la neurodegeneracién causada por 3NP. Tal y como han
demostrado otros autores (Beal et al., 1993), entre los efectos deletéreos del 3NP se
encuentra un déficit motor que esta asociado a la péerdida neuronal en el estriado. Asi,
nuestro siguiente objetivo fue analizar si la prevencion de la muerte celular mediada por
mitoGCL se traducia en una mejora del comportamiento motor. Para ello, se utilizé la
prueba de rotarod durante los dias de tratamiento con 3NP como medida del balance y
coordinacion motora de los ratones.

El anélisis del comportamiento motor (figura 26) demuestra que el tratamiento con
PBS no interfiere en el desarrollo de la prueba en los ratones sometidos a la inyeccion
estereotdxica con mitoGCL o mitoGCL(E103A). Por el contrario, la administracion de
3NP indujo una progresiva pérdida de la coordinacién motora a lo largo de los tres dias
de tratamiento en la condicion mitoGCL(E103A). La inyeccion de mitoGCL, sin

embargo, previno muy significativamente la descoordinacion motora inducida por 3NP.

Balance y coordinacién
motora

300 7 <O mitoGCL(E103A)+vehiculo
@ mitoGCL+vehiculo

Figura 26. MitoGCL previene el
200 - déficit motor por tratamiento con
3NP. Test de rotarod para evaluar el
comportamiento motor en ratones
tratados i.p. con 3NP 50 m/Kg (cada 12

100 - h, hasta 7 dosis) o con PBS (vehiculo).
La permanencia en la plataforma se

{F mitoGCL(E103A)+3NP determiné hasta un maximo de 300 sg,

B mitoGCL+3NP durante los primeros tres dias de trata-

miento.

o

1 2 3
Dias de tratamiento

Resistencia a la caida (segundos)

§, p < 0.05 frente a cada condicion cada
dia.
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Discusion y perspectivas

DISCUSION

Sinopsis

El tripéptido y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina o glutation (GSH) es el tiol de peso
molecular méas abundante en la inmensa mayoria de organismos, donde es considerado
como el agente antioxidante por excelencia (Dringen et al., 2000). Sin embargo, pese a
la gran relevancia de GSH para ésta y otras funciones celulares (Ver tabla | en la
introduccidn), es posible la supervivencia de la célula o del organismo en situaciones de
ausencia o supresion del mismo (Ristoff et al., 2002; Shi et al., 2000; Grant et al., 1997;
Kim et al., 2008). En base a estas observaciones, nosotros hipotetizamos que yGC,
precursor inmediato en la biosintesis de GSH, podria asumir sus funciones
antioxidantes.

Nuestro laboratorio describid, en 2005, que la expresion de la GCL, enzima
encargada de producir yGC y limitante de la biosintesis de GSH, es esencial para la
supervivencia neuronal (Diaz-Hernandez et al., 2005). Sin embargo, estos resultados,
asi como otros que demuestran que la supresion del gen de la GCL en ratén (Dalton et
al., 2000), causa letalidad en el periodo embrionario, no dilucidan si es la deficiencia de
GSH, o la de yGC, la que es esencial para la supervivencia celular o del organismo. Por
este motivo, decidimos estudiar el papel de yGC en un ambiente fisioloégico donde la
presencia de GSH no estuviera alterada. Asi, dirigiendo su sintesis hacia la mitocondria,
describimos que yGC puede eliminar H,O5, al actuar como un cofactor de la GPx1. La
disminucion del estrés oxidativo mitocondrial previene la apoptosis celular y confiere
neuroproteccion en modelos de neurodegeneracion in vitro e in vivo. Mas alla de las
implicaciones bioquimicas de estas aportaciones, nosotros pensamos que la aplicacion
de este sistema en terapia génica podria una alternativa de gran valor en el tratamiento

de enfermedades neurodegenerativas.
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1. Estrategia de sintesis mitocondrial de yGC

Para estudiar el papel de yGC en la célula sin interferir con la biosintesis de GSH, se
eligio a la mitocondria como modelo de estudio, debido a la ausencia de maquinaria
biosintética de GSH vy tratarse del mayor productor de ROS celular. Mediante la fusion
de la secuencia de sefializacion mitocondrial de la OTC, encargada de su internalizacién
en la matriz mitocondrial, se dirigié la GCL hacia el orgdnulo. Asi, confirmamos la
capacidad de esta secuencia para dirigir esta proteina citosdlica hacia la mitocondria
(Schriner et al., 2005; Lash et al., 2006) que, tras su escision, da lugar a la forma nativa
de la GCL en el organulo.

Algunos autores han propuesto que la presencia de la subunidad moduladora de la
GCL es imprescindible para disminuir su K, por debajo de las concentraciones
fisiolégicas de glutamato (Dalton et al., 2004; Griffith et al., 1999) y aumentar su K;
para GSH (Chen et al., 2005). Sin embargo, en esta Memoria observamos que la
expresion de la subunidad catalitica es suficiente para sintetizar yGC, cuya acumulacién
no inhibe GCLy, al menos en nuestras condiciones de estudio, tal y como han observado
otros autores tras la inhibicion de Gsh2 (Grant CM et al., 1997). Ademas, nosotros
confirmamos que la presencia de glutdmico en el residuo 103 de la GCL es
imprescindible para la plena funcionalidad de la enzima, tal y como se ha descrito
recientemente (Backos et al., 2010).

La sintesis de YGC no modificé la concentracion de GSH, lo que se debe a la
ausencia de GSS en la mitocondria (Griffith et al., 1985). Por tanto, pese a la
produccion de yGC en el organulo, su forma reducida no parece equilibrarse con el
citosol, donde podria convertirse en GSH. Estos resultados concuerdan con la baja
exportacion de GSH desde la mitocondria hacia el citosol (Rahman et al., 1999).
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2. Actividad antioxidante de yGC

En esta Memoria se describe por primera vez que yGC posee la capacidad de
eliminar H,O,, incluso en presencia de concentraciones fisiologicas de GSH. La
eliminacion de ROS por yGC en la mitocondria de neuronas fue mucho mas eficiente
que la observada en células HEK293T, lo que sugiere que podrian existir diferencias en
la forma de eliminacion de ROS entre diversos tipos celulares. En estos eventos puede
intervenir la alta dependencia del metabolismo mitocondrial en neuronas (Schapira et
al., 2002, 207; Mattson et al., 2008), que las hace mas susceptibles a los cambios
oxidativos en el organulo, o las variaciones en el metabolismo de GSH y yGC en
distintos tejidos (Njalsson et al., 2005).

Mediante el silenciamiento de GSS se confirmé que la yGC enddgena puede actuar
como antioxidante independiente bajo condiciones de disminucion de GSH. Es mas, al
silenciar GCL en el citosol sin afectar a la expresion de mitoGCL, se mantuvieron los
niveles de ROS con respecto a las células control. Asi, se excluye la posibilidad de que
la actividad antioxidante de yGC recaiga simplemente en la regeneracion de GSH, tal y
como sucede en otros paradigmas (Lok et al., 2011).

A la vista de que YGC puede funcionar como un antioxidante, cabe preguntarse si el
dipéptido podria sustituir otras funciones celulares de GSH. En efecto, especies del
género Leuconostoc, la enzima GshB no esta presente en condiciones fisioldgicas, de
manera que ciertas funciones del GSH son asumidas por yGC (Kim et al., 2008). Por
otro lado, la ausencia de GSH en halobacterias se suple por yGC y se ha demostrado que
el dipéptido es mas resistente que GSH a la autooxidacion en medio salino (Sundquist
et al., 1989). En halobacterias que sélo producen yGC y que carecen de peroxidasa y
GST, pero constan de actividad tiol-transferasa, yGC asume las funciones de GSH en la
reduccion de tioles. (Sundquist et al., 1989). En nuestras condiciones, sin embargo, a
diferencia del GSH (Holmgren et al., 2005; Garcia et al., 2010), el dipéptido no es capaz
de modificar proteinas de forma directa o por estado redox de GSH. Por tanto, pese a
contar con el sulfhidrilo que interviene reacciones de glutationilacion, ésta no parece ser
estar entre las funciones de YGC en células de mamiferos.

Recientemente se ha demostrado que la funcion como antioxidante del GSH es
marginal, actuando como soporte para el mantenimiento del estado redox de tioles por

tiorredoxina; no obstante, GSH seguira siendo esencial para la funcionalidad del grupo
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hierro-sulfuro (Kumar et al., 2011). Por otro lado, la ausencia completa de GSH en
pacientes es letal (Ristoff et al., 2002, 507; Njalsson et al., 2005), y yGC por si misma
no es capaz de prevenir las consecuencias metabdlicas, motoras y neuroldgicas, que se
exacerban segun el grado de deplecion de GSH. Considerando estos precedentes,
nosotros proponemos que yGC podria sustituir las funciones antioxidantes, pero no
otras funciones esenciales del GSH. Entre éstas, podrian encontrarse la modificacion de
proteinas (Garcia et al., 2010), la reduccion de hidroperoxidos (Maiorino et al., 2007;
Mari et al., 2009) o la conjugacion y eliminacion de compuestos (Kumar et al., 2011;
Chaudhuri et al., 1997].

3. yvGC como cofactor de GPx1

Nuestros resultados demuestran que el mecanismo por el cual yGC elimina H,O, es
mediante su accion como cofactor de GPx1. Del andlisis estructural de esta enzima se
ha deducido que, para la actividad de la GPx1 es necesaria la union de los grupos
carboxilos de la glicina y del glutamato del GSH (Epp O et al., 1983; Toppo S et al.,
2009). Asi, yGC actuaria como cofactor de GPx1 al contar el residuo de glutamico,
imprescindible para la interaccion con la enzima, y con el sulfhidrilo de la cisteina,
necesario para la reaccion de reduccion (Fourquet S et al.,2008, Toppo S et al.,2009).
Sin embargo, a la vista de la menor actividad de GPx1 con yGC, cabria pensar que la
glicina facilitaria la interaccion con el sitio activo y la reduccion de H,O..

En la mitocondria, GPx1 es una de las principales enzimas responsables de la
eliminacién de ROS. Sin embargo, no se puede descartar que otras enzimas del
metabolismo de GSH también utilicen yGC como cofactor. De hecho, se ha demostrado
que puede actuar como cofactor de la GST, aunque con una Km entre 6 y 20 veces
superior que para GSH (Sugimoto et al., 1985). También cabria la posibilidad de que la
GPx4, capaz de aceptar una amplia variedad de agentes reductores (Toppo et al.,2009),
utilice yGC para reducir hidroperdxidos. Futuros estudios podran dilucidar esta
posibilidad.

La presencia de la forma oxidada de YGC en tejidos, demuestra la existencia de un

ciclo redox de la yGC. Sin embargo, el silenciamiento de la GSR no induce diferencias

132



Discusion y perspectivas

en la capacidad de la yGC para reducir H,O,, y la presencia de GSR no mejora la
velocidad de eliminacion de H,O, por el sistema yGC/GPx1. Estos resultados descartan
la regeneracion de yGC, al menos por esta enzima. En halobacterias, se ha descrito una
bis-y-glutamilcistina reductasa (GCR), dependiente de NADPH, similar a GSR en su
actividad, pero altamente especifica para bis-7-glutamilcistina que es incapaz de reducir
GSSG (Sundquist et al.,1989). Por otro lado, Faulkner y colaboradores (Faulkner et al.,
2008) han demostrado que la expresion de la peroxirredoxina AhpC puede reducir yGC
oxidada y suplir asi el déficit de GSH en cepas de Escherichia coli carentes de GshB
(equivalente a GSS en mamiferos). Estos autores sugieren que el disulfuro de yGC se
uniria con Trx1, incrementando asi la susceptibilidad de reducirse por la fosfatasa
alcalina (PhoA) (Faulkner et al., 2008). La idea de que la Trx puede reducir el disulfuro
de yGC esta apoyada por los resultados de Tan y colaboradores (Tan et al., 2010), que
han demostrado que el sistema Trx-Trx reductasa puede reducir el GSSG a GSH. La
participacion de éstos u otros sistemas para reducir el disulfuro de yGC en células de
mamifero requiere de un estudio en profundidad, fuera del alcance de esta Tesis

Doctoral.
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forma directa o por mediacion de la glutamato-cisteina ligas (GCL). Ademas de originar GSH, por
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4. Neuroproteccion por yGC

Es bien sabido que el metabolismo del GSH tiene una alta relevancia en cerebro,
dado que su déficit es uno de los eventos mas involucrados en las enfermedades
neurodegenerativas, que cursan con una produccion excesiva de ROS (Bolafios et al.,
2009). Muestra de ello es la enfermedad de Parkinson, en la que se ha descrito una
deficiencia de GSH en la substancia nigra de hasta el ~60% como uno de los signos
bioguimicos que precede al desarrollo de la enfermedad (Perry et al., 1982).

Atendiendo a la funcion de yGC de eliminar ROS eficientemente bajo un déficit de
GSH, contemplamos la posibilidad de su posible efecto sobre supervivencia neuronal en
modelos de neurodegeneracion in vitro e in vivo. Se sabe que, a diferencia de la GSS, la
supresion de 1aGCL es letal (Dalton et al., 2000; Shi et al.,2000; Grant et al.,1996). En
neuronas, la GCL reduce su viabilidad y resistencia frente al estrés oxidativo, incluso en
co-cultivo con astrocitos (Diaz-Hernandez et al., 2005). Asi, la supervivencia celular se
mantiene en ausencia de GSH, siempre y cuando yGC esté presente.

Nuestros resultados demuestran que la eliminaciéon de ROS por yGC mitocondrial
previene de la apoptosis neuronal, lo que confirma la implicacion del estrés oxidativo
mitocondrial en los procesos neurodegenerativos (Andersen et al., 2004). Sin embargo,
en el modelo de sobre-estimulacion glutamatérgica, que activa la via intrinseca de la
apoptosis, mitoGCL no suprimié por completo la apoptosis neuronal. Esto sugiere que,
ademés del estrés oxidativo mitocondrial, otros procesos derivados de la entrada de Ca**
y la despolarizacion mitocondrial deberan estar implicados en la muerte neuronal
excitotoxica (Krantic et al., 2005).

Teniendo en cuenta la eficacia de mitoGCL en neuroproteccion en cultivos primarios
de neuronas, en este trabajo nos propusimos investigar la posible utilidad de esta
herramienta en un modelo in vivo de neuroproteccion. La administracion de precursores
de la biosintesis de GSH, tales como NAC (Pocernich et al., 2000) o etil-éster de yGC
(GCEE) (Chinta et al., 2006; Lok et al., 2011) o de GSH (GEE) (Martin et al., 2009), ha
demostrado proteger en diversos modelo de estrés oxidativo in vivo e in vitro. Por
desgracia, la terapia antioxidante no ha sido fructifera en ensayos clinicos [Kamat,
2008, 473]. La transitoriedad de los efectos, o la falta de accesibilidad a la region

especifica del tejido dafiado, son algunas de las principales limitaciones de estos
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modelos. En nuestro trabajo, para estudiar la capacidad de mitoGCL para conferir
neuroproteccion in vivo, utilizamos un modelo de neurodegeneracién aguda por acido 3-
nitropropionico (Beal, 1993) La transduccion de los lentivirus en el estriado expreso
correctamente mitoGCL, a juzgar por el incremento de yGC en el tejido. Dado que la
concentracion de GSH se mantuvo, podemos descartar la utilizacion de yGC como
precursor en la sintesis de GSH en estas condiciones. El elevado grado de proteccion
ejercido por mitoGCL in vivo a pesar del relativamente bajo porcentaje de transduccion,
sugiere que la supervivencia de los astrocitos podria contribuir a la proteccion neuronal
(Dringen et al., 2000; Hardingham et al., 2011).

En conjunto, en la presente memoria describimos la utilizacion de yGC como
cofactor de GPx1 en la eliminacion de H,O,. En base a nuestro conocimiento de la
bibliografia existente, demostramos por primera que yGC es un cofactor de GPx1 y que
actia como antioxidante, de manera independiente a la utilizacion de GSH. La
prevencion del estrés oxidativo por YGC evita la oxidaciéon de GSH, pudiendo contribuir
a reservar su utilizacion para otras funciones esenciales como la conjugacion de
xenobidticos, el mantenimiento del grupo hierro-sulfuro o la modificacion de tioles
proteicos. Por otro lado, la actividad antioxidante de YGC sugiere una revision de los
efectos observados mediante la inhibicion de la sintesis de GSH con L-BSO u otros
mecanismos de inhibicion de GCL (Dalton et al., 2000; Shi et al., 2000; Grant et al.,
1996; Kumar et al., 2011; Griffith et al., 1999). Asi, el aumento del estrés oxidativo y
apoptosis celular observados en estos casos, podrian ser atribuidos a la ausencia de
vGC, y no solo a la de GSH.

Por el momento, desconocemos si YGC puede sustituir otras funciones propias o
relacionadas con el metabolismo de GSH, o incluso tener sus propias funciones al
margen de la proteccion frente al estrés oxidativo. Asi, la formacion de yGC por la GGT
en el espacio extracelular y contribuir asi a la resistencia al estrés oxidativo observada
en tumores que cursan con sobreexpresion de GGT (Corti et al., 2010; Backos et al.,
2011). De igual manera sucederia con aquellos en los que GCL es la enzima
sobreexpresada (Cortes-Wanstreet et al., 2009; Lu et al., 2009; Backos et al., 2011).

La modulacion del estrés oxidativo mitocondrial por yGC podra ser de gran utilidad
para el estudio de los eventos celulares y vias de sefializacion mediadas por ROS
mitocondriales. Los resultados obtenidos in vivo sugieren fuertemente la utilizacion de

la terapia antioxidante mitocondrial con yGC como estrategia de neuroproteccion. La
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busqueda de estrategias de administracion y “targeting” de éste u otros antioxidantes a
la mitocondria del SNC, pueden abrir nuevas expectativas en la prevencion y

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en esta Memoria abren nuevas posibilidades de estudio en
el metabolismo de GSH. La funcion antioxidante de yGC, actuando como cofactor de
GPx1, requiere una caracterizacion en profundidad. Asi, no descartamos la posibilidad
de que yGC se comporte como cofactor para otras enzimas de la familia de las glutation
peroxidasas, asi como de otros sistemas del metabolismo de GSH.

Las diferentes concentraciones de GSH y yGC segun el tipo celular o tejido, sugieren
un metabolismo dependiente de la especializacién celular. Conocer la forma en que
yGC se utiliza en condiciones fisio(pato)ldgicas podra ser de especial interés en la

busqueda de nuevas formas de respuesta frente a diversas situaciones de estrés.

La presencia de disulfuro de yGC in vivo sugiere la existencia de un ciclo redox de
yGC. Aunque se han propuesto diversos sistemas de regeneracion de yGC en
microorganismos (Sundquist, et al.,1989; Faulkner et al., 2008), éstos son desconocidos

en mamiferos.
Nosotros pensamos que la caracterizacion bioquimica de las funciones celulares de

vGC en la célula, permitira abrir nuevas vias de tratamiento frente a enfermedades

neurodegenerativas.
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Conclusiones

A la vista de los resultados presentados en esta Memoria, hemos obtenido las

siguientes conclusiones:

1. Hemos desarrollado un método que permite la expresion funcional de la subunidad
catalitica de glutamato-cisteina ligasa en la mitocondria. Con este método,
mostramos que es posible sintetizar y-glutamilcisteina en la mitocondria sin interferir

con la biosintesis de glutation en el citosol.

2. y-Glutamilcisteina contribuye a eliminar el peréxido de hidrégeno producido por la
mitocondria, actuando como cofactor de la glutation peroxidasa-1.

3. La presencia de la forma oxidada de y-glutamilcisteina in vivo sugiere la existencia

de un ciclo redox del dipéptido en condiciones fisioldgicas.

4. y-glutamilcisteina no induce, en nuestras condiciones experimentales, modificaciones

redox en tioles de forma directa ni mediada por glutation.

5. En neuronas, la y-glutamilcisteina previene del estrés oxidativo mitocondrial causado
por diversos estimulos, lo que se traduce en la inhibicion de la via intrinseca de la

apoptosis.

6. Mediante terapia génica in vivo, demostramos que la sintesis mitocondrial de vy-
glutamilcisteina en el estriado de cerebro de raton previene la pérdida neuronal por
muerte apoptotica y la disfuncion motora en un modelo de neurodegeneracion, en

raton.
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2 Disminucion de Ia
formacion de ROS en Ia
mitocondria ¥ en célula

MitoGCL

— entera,
——

Citosol

Glutamato
Rotenona

l 1 Dirige Ia biosintesis de
YGC a la mitocondria sin
afectar a Ia biosintesis de
GSH.

3 Previene la apoptosis mediada
por estrés oxidativo

4 Mejora el comportamiento motor en modelo
de neurodegeneracion in vivo.

Sintesis mitocondrial de y-glutamilcisteina como antioxidante y neuroprotector. La sintesis de y-
glutamilcisteina en la mitocondria, se produce sin modificar la concentracion de GSH y previene el
estrés oxidativo y la muerte apoptotica. En terapia génica, previene la apoptosis neuronal y mejora la
actividad motora en un modelo de neurodegeneracion en raton.
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Summary

Introduction

Mitochondria are both producers and targets of reactive oxygen species (ROS). A
well-balanced equilibrium between mitochondrial ROS production and their elimination
is critical for the control of redox-mediated cell signaling processes’. By disposing
ROS, glutathione (y-glutamylcysteinylglycine, GSH) is thought to be the main small
thiol antioxidant derivative?. GSH is synthesized exclusively in the cytosol in two
consecutive ATP-requiring steps, the first of which, and rate-limiting, being y-
glutamylcysteine formation by glutamate-cysteine ligase (GCL); glutathione synthetase
(GSS) then forms the tripeptide by linking glycine to y-glutamylcysteine®®. It is well
documented that pharmacological inhibition of GCL activity* or knockdown of the
catalytic GCL subunit® increases ROS abundance, which mediates cellular damage;

GCL genetic deletion is embryonically lethal®”.

Interestingly, GSH is dispensable for the cell growth of Saccharomyces cerevisiae
genetically deleted of GSS®. In addition, it has been recently demonstrated that, in S.
cerevisiase devoid of GSS, GSH is essential for iron-sulfur cluster assembly, but not for
thiol-redox control®. Both in yeast® and in human fibroblasts'®, genetic GSS deletion

results in y-glutamylcysteine accumulation.

147



Summary

Hypothesis and objectives

Hypothesis

At the light of the previous observation, we hypothesized whether the antioxidant

function of GSH might be adopted by y-glutamylcysteine.

General objective

We aimed to investigate whether —and if so, how- y-glutamylcysteine detoxifies
hydrogen peroxide (H,O,) and superoxide anion (O,™) under intact, physiological GSH

concentrations.
Specific objectives
1. To design and obtain a plasmid construct to target the biosynthesis of vy-
glutamylcysteine to mitochondria, an organelle that could not further transform

y-glutamylcysteine into GSH due to the absence of GSS™.

2. To investigate the possible function of y-glutamylcysteine at detoxifying

ROS in mitochondria and intact cells.

3. To study whether y-glutamylcysteine modulates celular thiol redox status

and survival.

4. To investigate the possible neuroprotective role of y-glutamylcysteine in

neurodegeneration paradigms, both in vitro and in vivo.
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Results

To direct y-glutamylcysteine synthesis to mitochondria, the full-length cDNA
encoding the catalytic GCL subunit was fused with the mitochondrial targeting signal of
ornithine transcarbamylase. When expressed in HEK293T cells, this construct
(mitoGCL) yielded a GCL protein that was confined to mitochondria and absent in the
cytosol, as revealed by western blotting after cellular fractionation (Fig. 1a) and
confocal microscopy (Fig. 1b). In contrast, expression of untagged GCL was
exclusively present in the cytosol (Fig. 1a,b). Whole cell extracts expressing mitoGCL
revealed a super-shifted anti-GCL band that was not present in the untagged GCL-
expressing cells or in the mitoGCL-transfected mitochondria (Fig. 1c), suggesting that
only the mitochondrial-targeting epitope-processed form of the protein was present in

the mitochondrial fraction.

Then, we assessed whether expressed mitoGCL yielded functional GCL within
mitochondria. As shown in Fig. 2a, GCL activity was undetectable in mitochondria
isolated from control cells, but present in mitoGCL-transfected cells. Furthermore,
neither mitochondrial (Fig. 2b, left panel) nor cytosolic (Fig. 2b, right panel) GSH
concentrations changed by mitoGCL expression. Expression of mitoGCL prevented the
conversion of GSH to its oxidized form (GSSG) caused by rotenone (Fig. 2c).
Interestingly, H,O, detection was significantly diminished by mitoGCL expression, as
measured both in mitochondria (Fig. 3a -left panel- and 3b) and in intact cells (Fig. 3a,

right panel).
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Figure 1. Targeting of glutamate-cysteine ligase (GCL) to mitochondria (a) Expression of GCL fused
with the mitochondrial epitope of ornithine transcarbamylase (mitoGCL) in HEK293T cells shows its
localization in the mitochondrial, not in the cytosolic fraction, as judged by Western blotting. Native (un-
tagged) GCL is exclusively expressed in cytosol. (b) Confocal images show co-localization of mitoGCL
with the mitochondrial marker mitoDsRed, whereas native GCL showed typical cytosolic diffused pattern.
Cells nuclei were stained with DAPI. Scale bar=10 um. (c) Whole extracts of cells expressing mitoGCL
shows both native and mitochondrial-tagged GCL, as judged by the loss of the super-shifted band in the
mitochondrial fraction. VDAC, Voltage Dependent Anion Channel; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase.

Scale bar=10 pm.
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Figure 2. MitoGCL is functional in mitocondria and prevents GSH oxidation without modifying its
levels (a) MitoGCL is functional, as judged by the presence of GCL activity (synthesis of vy-
glutamylcysteine, yGC) in the mitochondrial fraction (b) Mitochondrial (left panel) or cytosolic (right
panel) GSH concentration was unaltered by mitoGCL expression. (c) Rotenone (1 uM/4 h) decreased the
reduced form of glutathione (GSH), and increased its oxidized form (GSSG) that was prevented by expres-
sion of mitoGCL in HEK293T cells. ; ND, not detected; *p<0.05 (ANOVA).
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Figure 3. H,0, detoxification by mitoGCL (a) The rate of H,0, production (AmplexRed™), after
treatment with 10 uM rotenone , significantly decreased (right panel). (b) Measurement of the rate of
H,0, detection by the AmplexRed method evidenced significant decrease in detected H,O, in intact
HEK?293T cells. (c) The increase in mitochondrial H,O, detection caused by rotenone (10 uM/15 min)
was prevented by mitoGCL, as judged by the fluorescence emitted from the expression of the mito-

chondrial-tagged plasmid probe, pHyPer-dMito, in intact HEK203T cells; scale bar=50 um. *p<0.05
(ANOVA).
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To confirm that GCL activity wholly accounted for ROS down-modulation, we
expressed (Fig. 4a) a E103A mutant®?, inactive (Fig. 4b) form of mitoGCL. We found
that rotenone-induced mitochondrial O, was significantly decreased by wild type
mitoGCL, but not by the E103A inactive form (Fig. 4c). These data confirm that vy-

glutamylcysteine is required for the observed antioxidant function.
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Figure 4. ROS down-modulation relies on GCL activity in mitochondria (a) Expression of the
wild type and the E103A mutant forms of mitoGCL showed identical protein abundance. (b) The
E103A mutant mitoGCL form is inactive, as judged by the lack of yGC formation in transfected cells;
(c) Rotenone (1 uM/4 h) induced an increase in mitochondrial superoxide anion (O,”) abundance, as
revealed by MitoSox fluorescence detection followed by flow cytometry; this increase was partially
prevented by the wild-type, but not by the E103A mutant inactive mitoGCL form (right panel). The
cytosolic enzyme GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) was used to assess equal
loading in immunoblots. *p<0.05 (ANOVA; n=3 independent experiments).

To decipher how y-glutamylcysteine detoxified ROS but otherwise avoiding the
influence of cytosolic GCL, we expressed a silent mutant mitoGCL form
(mitoGCL(mut)) refractory to the action of a small hairpin RNA against GCL (shGCL)?,
in HEK293T cells (Fig. 5a). Knocking down GCL dramatically reduced total cellular
GSH in both mitoGCL and mitoGCL(mut) transfected cells (Fig. 5b). GCL knockdown
was insufficient to trigger a significant increase in mitochondrial O,™, but this was
strongly potentiated by rotenone, and rescued by mitoGCL(mut) (Fig. 5¢). Thus, in

unstressed HEK293T cells, y-glutamylcysteine may not contribute to the basal O,™
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regulation that can occur in primary neurons, in which we previously reported a
significant increase in O, by shGCL'3. It therefore appears that the impact of y-

glutamylcysteine as a physiological redox regulator differs amongst cell types.
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Figure 5. MitoGCL protects against ROS in cells after down-regulation of native GCL (a) Ex-
pression of a ShRNA against GCL (shGCL) in HEK293T cells efficiently knockdowns wild type mi-
toGCL, but not a mutant form of mitoGCL (mitoGCL(mut)) that is refractory to shGCL. (b) Total
cellular GSH concentration was efficiently decreased 3 days after transfection of HEK293T cells with
an shRNA against GCL (shGCL) in the presence of wild type mitoGCL, but not in the presence of the
shGCL-refractory form, mitoGCL(mut). (c) Treatment of cells with rotenone (1 pM; 4 h) increased
mitochondrial O,™, as revealed by MitoSox fluorescence; this was further enhanced by GCL silencing
(shGCL), and rescued by mitoGCL(mut) expression; GCL silencing in the absence of rotenone did not
significantly modify mitochondrial O, in HEK293T cells. *p<0.05 (ANOVA).
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Next, we knocked down GSS (Fig. 6a), which resulted in endogenous v-
glutamylcysteine accumulation and GSH decrease (Table 1). We found that GSS
knockdown abolished the increase in rotenone-induced O,™, both in the absence (Fig.
6b, right panel) and in the presence of mitoGCL (Fig. 6b, left panel).
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Figure 6. Enzimatic systems involved in ROS detoxification by mitoGCL (a) Western blots showing
the efficacy of different siRNAs, used at 100 nM for 3 days in HEK293T cells, against glutathione synt-
hetase (GSS), glutathione peroxidase-1 (GPx1), glutathione reductase (GSR) and superoxide dismutase-2
(SOD2); control siRNA is siRNA against luciferase; GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogena-
se) was used as loading control. (b) Rotenone (1 uM; 4 h) increased mitochondrial O,™, as judged by
MitoSox fluorescence, in both wt (right panel) and mitoGCL-expressing cells (left panel); this effect was
abolished by GSS silencing and enhanced by GPx1 knockdown; silencing GSS did not rescue the increase
in O, caused by GPx1 knockdown; GSR silencing did not alter, and SOD2 silencing enhanced rotenone-
induced ROS. *p<0.05; *p<0.05 versus siControl (mitoGCL) (ANOVA).

Reduced Oxidized
y-glutamylcysteine y-glutamylcysteine GSH
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein)
siControl 0.32=0.01 ND 23.5£0.8
siGSS 0.37=0.02* ND 13.3£1.3%
s1GSS+mitoGCL 0.41£0.02% ND 13.9+0.2%

Table 1. Concentrations of reduced and oxidized y-glutamylcysteine, and reduced glutathione
(GSH), after GSS knockdown in HEK293 cells. Results are mean = SEM values (n=8-10); *p<0.05
versus siControl (ANOVA); ND, not detected.
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We then sought to elucidate if y-glutamylcysteine served as a glutathione peroxidase
cofactor. Since glutathione peroxidase-1 (GPx1) largely accounts for mitochondrial
H,0, detoxification®, we knocked down it (Fig. 6a), which resulted in a significant
enhancement of rotenone-induced O,™ (Fig. 6b). Furtherfmore, GSS knockdown was
unable to decrease O, levels during GPx1 silencing (Fig. 6b). The oxidized form of y-
glutamylcysteine was undetectable in cultured cells (Table 1), but it was present in all
tissues analyzed in vivo (brain, liver and kidney; Table 2). Knocking down glutathione
reductase (GSR) failed to enhance rotenone-induced O, (Fig. 6b). To disregard a direct
interaction of y-glutamylcysteine with O,™, we silenced the mitochondrial isoform of
superoxide dismutase (SOD2) (Fig. 6a), which enhanced rotenone-induced O,™ (Fig.
6b).

Reduced Oxidized
v-glutamylcysteine  y-glutamylcysteine GSH
(nmol/mg protein) (pmol/mg protein) (nmol/mg protein)
Brain 0.26+0.01 1.46+0.25 24.2+1.4
Liver 0.41+0.02 10.63+1.87 63.9+£5.2
Kidney 1.66+0.36 1.14+0.25 20.7£3.2

Table 2. Concentrations of reduced and oxidized forms of y-glutamylcysteine, and reduced
glutathione (GSH) in different tissues in adult male mice in vivo. Results are mean + SEM values
(n=7-8 mice).

The ability of either y-glutamylcysteine or its cognate cofactor, GSH, to dispose
H.0, in vitro was then assessed in the absence or presence of purified GPx1. As shown
in Figure 7a, y-glutamylcysteine and GSH were unable to detoxify H,O,, unless GPx1
was present; y-glutamylcysteine dose-dependently accelerated GPx1-mediated H,O;
disposal at a similar efficiency to that by GSH, at least at low concentrations of the
thiols (Fig. 7a). GSR failed to improve the GPx1-dependent ability of y-
glutamylcysteine, but not that of GSH, at disposing H,O, (Fig. 7b). We also tested the
ability of y-glutamylcysteine to induce protein modification, which was found to be well
below that of GSH (Table 3).
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Figure 7. y-Glutamylcysteine (yGC) is a glutathione peroxidase-1 (GPx1) cofactor at detoxifying
mitochondrial H,O,. (a) yGC or GSH dose-dependently disposed H,O, in vitro only when GPx1 was
present. (b) H,O, disposal by GPx1 was not potentiated by GSR in the presence of 200 uM yGC, but it
was in the presence of 200 uM GSH. (c) Thiol-redox modification of proteins by y-glutamylcysteine
or glutathione after expression of mitoGCL in HEK293 cells. ND, not detected.

By y-glutamylcysteine By glutathione

(pmol/mg protein)
Empty vector ND 5.69+0.56
mitoGCL ND 5.03£0.36

Table 3. Thiol-redox modification of proteins by y-glutamylcysteine or glutathione after expres-
sion of mitoGCL in HEK293 cells. Results are mean + SEM values (n=3); ND, not detected.
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Neurons are particularly vulnerable against excess ROS hence requiring continuous
supply and regeneration of GSH for survival®. We therefore investigated the possible
efficacy of y-glutamylcysteine at detoxifying ROS in (patho)physiologically relevant
neuronal death models. Glutamate treatment increased mitochondrial O,™ in rat primary
neurons (Fig. 8a, d), an effect that was abolished by the N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor antagonist'®, MK801 (Fig. 9c, left panel). Expression of mitoGCL in neurons
was sufficient to decrease basal mitochondrial O, (Fig. 8a), which contrasts with the
lack of effect in HEK293T cells (Fig. 4c).

The different response of these cells to mitoGCL expression is likely due to the
above-mentioned vulnerability of neurons to oxidative stress™ versus the resistance of
HEK293T cells (Fig. 5¢). Furthermore, mitoGCL, but not its inactive E103A mutant
form, prevented the increase in mitochondrial O, induced by glutamate-receptor
stimulation (Fig. 8a). GPx1 — but not GSS or GSR- knockdown (Fig. 8b) significantly
enhanced O, (Fig. 8c), despite neurons expressed mitoGCL, indicating that GPx1 use
of y-glutamylcysteine is essential for y-glutamylcysteine-mediated O,™ detoxification in
this model of excitotoxicity. Glutamate triggered an increase in the proportion of
neurons with annexin V*/7-AAD™ staining (Fig. 9a) and with active caspase-3 (Fig. 9b),
indicating an intrinsic (mitochondrial) mode of apoptotic death; this was prevented by
antagonizing the NMDA receptors (Fig. 9c, middle and right panels). Notably,
mitoGCL largely —but not fully— prevented the rise in the percentage of neurons with
the apoptotic phenotype (Fig. 9a,b). In addition, mitoGCL abolished O, enhancement
triggered by other mitochondrial ROS-inducing agents'’*®
and 3-nitropropionic acid (3NP) (Fig. 9d).

, such as rotenone, antimycin
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Figure 8. Mitochondrial yGC potently down-modulates glutamate-derived ROS in primary neurons
(a) Transfection of rat primary neurons with mitoGCL, but not with its inactive form (mitoGCL(E103A)),
significantly decreased basal levels of mitochondrial O,™, as quantified by MitoSox fluorescence in the
transfected neurons (identified by GFP™ fluorescence); mitoGCL —but not mitoGCL(mut)- fully prevented
glutamate (100 uM/5 min)-induced mitochondrial O,™, as quantified 24 h after glutamate treatment, by
MitoSox fluorescence. (b) Western blots showing the efficacy of siRNA duplexes, used at 100 nM for 3
days in primary neurons, against glutathione synthetase (GSS), glutathione peroxidase-1 (GPx1) and glutat-
hione reductase (GSR). siRNA against luciferase is siControl; GAPDH (Glceraldehide phosphate dehidro-
genase). (c) Silencing glutathione peroxidase-1 (siGPx1), but not glutathione synthetase (siGSS) or glutat-
hione reductase (SiGSR), significantly enhanced glutamate-mediated mitochondrial ROS in mitoGCL-
expressing neurons; such enhancement was not affected by GSS co-silencing. (d) Real-time fluorescence
imaging of rat primary neurons incubated with the mitochondrial probe, MitoSox, revealed increased ROS
detection by glutamate treatment (40 pM/15 min) in efficiently transfected neurons (GFP*) with the empty
vector, but not with the vector expressing mitoGCL; scale bar=10 pm. *p<0.05; *p<0.05 versus siControl
(mitoGCL) (ANOVA).
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Figure 9. MitoGCL prevents ROS from neurotoxic insults and apoptosis triggered by glutamate
NMDA mediated excitotoxicity (a) mitoGCL expression prevented neuronal apoptotic death, as revealed
by annexin V*/7-AAD" neurons 24 h after glutamate treatment (100 uM/5 min). (b) Expression of mi-
toGCL rescued the increase in active caspase-3 GFP*-neurons triggered by glutamate. (c) Blockade of N-
methyl-D-aspartate (NMDA\) receptor with its antagonist, MK801 (1 uM) prevented the increase in mito-
chondrial ROS (MitoSox fluorescence; left panel), active caspase-3 neurons (middle panel), and apoptotic
(annexin V*/7-AAD") neurons (right panel), triggered by the incubation with glutamate (100 uM/5 min).
(d) MitoGCL prevented the increase in mitochondrial ROS caused by incubation of neurons with rotenone
(Rot, 10 uM), antimycin A (AA, 10 pM) or 3-nitropropionic acid (3NP, 2 mM) for 15 min. *p<0.05

(ANOVA).
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To confirm that y-glutamylcysteine exerted neuroprotection in vivo, lentiviral
particles expressing wild type or inactive (E103A) mitoGCL were stereotaxically
injected into the striatum of adult mice. After three days, striatal GCL activity was
significantly higher in mice injected with mitoGCL than in those injected with inactive

mitoGCL(E103A), whereas striatal GSH concentrations remained unchanged (Fig. 10a).

Three days after lentiviral injections, mice were intraperitoneally injected with 3NP
(seven doses of 50 mg/kg, twice per day), a well described model of
neurodegeneration®®. Indeed, we observed that 3NP treatment induced a significant
increase in neuronal apoptotic death in the striatum, as judged by TUNEL assay, in the
mice pre-injected with inactive mitoGCL(E103A), but not in those pre-injected with
wild type mitoGCL (Fig. 11a,b). Notably, there was a significant loss of striatal neurons
in the mice pre-injected with the inactive mitoGCL(E103A), but not in those pre-
injected with the wild type mitoGCL (10c, 11c) Mice treated with vehicle instead of
3NP showed no neuronal loss, regardless of the isoform of mitoGCL (wild type or
inactive) pre-injected (10c, 11c).

To evaluate behavioral function, these mice were tested for motor coordination and
balance. As shown in Fig. 10b, 3NP treatment induced a progressive motor impairment
in the mice that were pre-injected with the inactive mitoGCL(E103A), but not in those
pre-injected with the wild type mitoGCL; mice treated with vehicle instead of 3NP
showed no motor impairment, regardless of the isoform of mitoGCL (wild type or
inactive) pre-injected (Fig. 10b).
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Figure 10. Mitochondrial yGC exerts in vivo neuroprotection (a) Intraestriatal stereotaxic injection
of mitoGCL-containing lentiviral particles in mouse significantly increased, after 3 days, striatal GCL
activity without altering GSH concentration. (b) Three days after lentiviral particles injections, 3NP
was intraperitoneally injected, which induced, 3 days later, a progressive motor impairment (rotarod
test) in mice pre-injected with inactive mitoGCL(E103A), but with wild type mitoGCL; mice treated
with vehicle, instead of 3NP, showed no neuronal loss, regardless of the isoform of mitoGCL (wild
type or inactive) pre-injected. (c) Fluorescence images of coronal sections of mouse brain slices show
the survival of neurons (NeuN") efficiently transduced (GFP") with mitoGCL, and the loss of neurons
transduced with the mutant inactive mitoGCL(E103A), in the striatum of mice subjected to the 3-
nitropropionic (3NP) model of neurodegeneration; scale bar=200 pm. *p<0.05* ; 3p<0.05 versus all
conditions on each day (ANOVA); Student’s t test for panel a. n=6-8 mice for panel b
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Figure 11. Mitochondrial yGC improves neuronal survival in vivo (a) Confocal images of striatal
sections showing neuronal apoptotic death. Three days after lentiviral particles injections, 3NP was
intraperitoneally injected (seven doses of 50 mg/kg, twice per day), which induced a significant in-
crease in neuronal apoptotic death (TUNEL'/Neu® cells) in the striatum, in the mice pre-injected with
inactive mitoGCL(E103A), but not in those pre-injected with wild type mitoGCL,; scale bar=20 um.
(h) This panel shows the quantitative data of panel g. (i) Three days after lentiviral particles injections,
3NP was intraperitoneally injected, which induced, 3 days later, a significant loss of striatal NeuN"
neurons only in the mice that received inactive mitoGCL(E103A), but not in those that received wild
type mitoGCL; mice treated with vehicle instead of 3NP showed no neuronal loss regardless of the
isoform of mitoGCL (wild type or inactive) lentiviral particles injected; the quantitative analysis is
shown.*p<0.05* (ANOVA); Student’s t test for panel b.
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Discussion

Here we show that y-glutamylcysteine is a thiol-redox regulator that efficiently
detoxifies mitochondrial ROS. This was evidenced by confining y-glutamylcysteine
synthesis to mitochondria, which were unable to convert the newly synthesized y-
glutamylcysteine into GSH due to the lack of mitochondrial GSS™. Thus, down-
modulation of mitochondrial ROS by y-glutamylcysteine took place under physiological
GSH concentrations. Furthermore, the robust antioxidant protection observed in intact
GSS-knockdown cells corroborates such a role by endogenous y-glutamylcysteine.
Notably, impairing y-glutamylcysteine biosynthesis in the cytosol, but not in
mitochondria, still allowed y-glutamylcysteine to efficiently detoxify ROS. Together,
these results indicate that the antioxidant action of y-glutamylcysteine takes place
regardless of GSH concentrations, thus cannot simply rely on its ability to replenish
GSH, as it can be seen in other paradigms®®.

Our results also reveal that GPx1 is an essential component in the detoxifying redox
cycle of y-glutamylcysteine. Furthermore, the occurrence of an oxidized form of y-
glutamylcysteine in all tissues analyzed, in vivo, strongly suggests the notion of a y-
glutamylcysteine redox cycle. However, knocking down glutathione reductase (GSR) —
presumably required for an eventual regeneration of reduced y-glutamylcysteine from
its oxidized form- failed to enhance O,". The biochemical pathway responsible for the
reduction of y-glutamylcysteine from its oxidized form therefore remains to be
elucidated. On the other hand, a putative function of y-glutamylcysteine as direct
superoxide anion scavenger is disregarded, since SOD2 knockdown could not further
enhance rotenone-induced O,™. Our data obtained by knocking down GPx1, both in the
human HEK293T cells and in rat neurons, together with the in vitro experiments,
strongly suggest that endogenous y-glutamylcysteine is a GPx1 cofactor for H,0,
detoxification. It cannot be ruled out that y-glutamylcysteine could also act as a cofactor
for other isoforms of the glutathione peroxidase family; however, GPx1 largely
accounts for most mitochondrial H,O, detoxification*, suggesting a major role for this

isoform. Moreover, previous studies have shown that GPx1 can accept, albeit at a much
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lower efficiency, a range of thiol-derivatives besides GSH as the electron donor®®. The
essential cysteinyl-sulfhydryl and glutamyl-carboxylic groups for GPx1 active site
interaction and catalysis** are both preserved in y-glutamylcysteine, indicating the

structural feasibility for this function.

Due to its very low ability to synthesize and regenerate GSH, the brain is one of the

s¥2! In Parkinson’s disease, there is a ~60%

most vulnerable tissues to excess RO
reduction in GSH concentration in the substantia nigra of presymptomatic patients®,
suggesting GSH deficiency as one of the earliest biochemical signs of this disorder.
Moreover, signs of excess ROS are associated with the pathophysiology of other
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s, or disorders affecting motor
functional disturbances such as Amyotrophic Lateral Sclerosis or Huntington’s
disease?. At the light of our data, GPx1 is essential for y-glutamylcysteine-mediated
ROS detoxification and neuroprotection against different insults triggering
neurodegeneration in primary neurons. Furthermore, we also show neuroprotection and
motor improvement in an in vivo mouse model of neurodegeneration'®. Thus, targeting
y-glutamylcysteine to neuronal mitochondria represents an improvement over the

protection activity of neighboring astrocytes®?°,

In conclusion, our results demonstrate that y-glutamylcysteine is a thiol-redox
regulator that efficiently detoxifies mitochondrial ROS through GPx1. In the presence
of y-glutamylcysteine taking an antioxidant function, GSH stops from being oxidized;
moreover, the ability of y-glutamylcysteine to induce protein modification is well below
that of GSH. Thus, when y-glutamylcysteine takes the antioxidant functions, GSH
utilization may be preserved for iron-sulfur cluster assembly and protein thiol-redox
modifications, as recently reported®. How the antioxidant role of y-glutamylcysteine is
regulated under (patho)physiological conditions now needs to be deciphered. In this
context, it should be noted that, besides GCL, alternative pathways can account for
intracellular y-glutamylcysteine®®. For instance, y-glutamyltransferase (GGT) forms y-
glutamylcysteine at the extracellular side of the plasma membrane and then is taken up
by the cells through the glutamyl-amino acid transporter?. It would be interesting to
investigate if increased y-glutamylcysteine could explain the drug resistance observed in

tumors associated with GGT overexpression®®. In addition, whether GSH deficiency is
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the prime mode of the pro-oxidant actions of the GCL/GSS/glutamyl-amino acid
transporter inhibitor, L-buthionine sulfoximine® needs to be revisited. Finally, our
results, showing neuroprotection by mitochondrial-targeted y-glutamylcysteine
biosynthesis, supports the oxidative hypothesis of neurodegeneration®”. Whilst classical
antioxidant drugs failed in clinical trials against neurodegenerative disorders®,
mitoGCL, by acting as a persistent antioxidant source for mitochondria, may represent a
new gene therapy strategy to improve the transient efficacy of the formers.
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Methods

1. Plasmids construction.

The 5’-end of the full-length cDNA (2,023 bp) encoding the catalytic subunit of
human glutamate-cysteine ligase (GCL; GenBank™ accession number NM_012815)°
was fused with a cDNA fragment encoding the first 32 amino acids of human ornithine
transcarbamylase (GenBank™ accession number NM_000531), previously shown to
represent the mitochondrial-targeting signal*®**. The forward and reverse
oligonucleotides of this fragment were, respectively:

5’-
GATCTATGCTGTTTAATCTGAGGATCCTGTTAAACAATGCAGCTTTTAGAAA
TGGTCACAACTTCATGGTTCGAAATTTTCGGTGTGGACAACCACTACAAG-3’
and

5’-
AATTCTTGTAGTGGTTGTCCACACCGAAAATTTCGAACCATGAAGTTGTGAC
CATTTCTAAAAGCTGCATTGTTTAACAGGATCCTCAGATTAAACAGCATA-3’
(Bglll and EcoRl sites underlined) (Thermo Scientific, Offenbach, Germany). The fused
cDNA construct (mitoGCL) was inserted in pIRES2-EGFP (Invitrogen) vector and
sequence-verified; mitoGCL was then subcloned into pcDNA3.1" (Invitrogen) and into
pIRES2-DsRed2 (Clontech, Laboratories Inc. Palo Alto, CA, USA) with Nhel/Smal or
Nhel/Xmal restriction enzymes, respectively. To direct GCL expression to the cytosol
we used non-tagged GCL®. To knockdown GCL we used a vector-based small hairpin
RNA (ShRNA) approach using the targeting sequence 5-
GAAGGAGGCTACTTCTATA-3", as we previously described®. For control
transfections, we used the firefly luciferase-targeted oligonucleotide 5’-
CTGACGCGGAATACTTCGA-3’, as previously described®. In all cases, the forward
and reverse 64 nt-long oligonucleotides (Isogen Life Science, Maarsen, The
Netherlands) were annealed and inserted into the Bglll/Hindlll sites of pSuper-neo/GFP
vector (OligoEngine, Seattle, WA). These constructions express 19-bp, 9-nucleotide
stem-loop shRNAs, targeted against the catalytic subunit of human GCL or luciferase
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MRNAs. The concomitant expression of green fluorescent protein from these pSuper-
neo/GFP-derived vectors allowed the identification of transfected cells by fluorescence
microscopy and flow cytometry.

Bgllt oTC EcoRl
EIEILE![N l -ﬁ%‘hg
| MCS ‘ == s
D\' (s91885) / o i /- r-‘\‘“. TRl O'C
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Scheme 1. MitoGCL plasmid construction. Restriction sequences containing the Bglll and EcoRI
motifs were added to the mitochondrial leading sequence of ornithine transcarbamylase (OTC). Then,
OTC mitochondrial epitope was subcloned fused to the N-terminal domain of GCL sequence in the
multiple cloning site (MCS) of a pIRES2-EGFP, giving the final construction pIRES-MitoGCL.

1.1. Site-directed mutagenesis.

To generate a mutant form of mitoGCL refractory to the shRNA against GCL
(mitoGCLmut) we used the site-directed mutagenesis QuikChange XL kit (Stratagene,
La Jolla, CA, USA), followed by Dpnl digestion. The forward and reverse
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oligonucleotides of the sequence 5-GAAAGAAGCCACGTCAGTT-3, carrying silent
third-codon base point mutations (mutant nucleotides underlined) were used. To
generate a catalytically inactive form of mitoGCL, we obtained a EL03A mutant™ using
the  forward and reverse oligonucleotides of the sequence 5’-
CAGAGTATGGGAGTTACATGATTGCAGGGACACCTGGCCAGCCGTACGGA-

3’ (mutant nucleotides underlined). Polymerase chain reaction (PCR) conditions were 1
min at 95°C, 18 cycles of 50 s at 95°C, 50 s at 60°C, 1 min per plasmid kb at 68°C; final

extension was carried out for 10 min at 68°C.

Site directed mutagenesis

MitoGCL mut PCR conditions

Sense oligonucleotide:
5’- CATGAGGAAACGCCGGAAAGAAGCCACGTCAGTTITTAGGAGAACATCAG -3’

o ' ; 1'a95°C
Antisense olignucleotide:
57- CTGATGTTCTCCTAAAACTGACGTGGCTICTTTCCGGCGTTTCCTCATG -3
50sa95°C
S0 o 3 o
MitoGCL (E1034) 50sa 60°C | 18 tumes
8 a68°C
Sense oligonucleotide:
5'- CAGAGTATGGGAGTTACATGATTGCAGGGACACCTGGCCAGCCGTACGGA-Y
10’a68°C

Antisense olignucleotide:
5- TCCGTACGGCTGGCCAGGTGTCCCTGCAATCATGTAACTCCCATACTCTG -3

Table I1. Oligonucleotides used to mutate mitoGCL. Oligonucleotides to create the refractary form to
shGCL, mitoGCL(mut), are represented in the upper part, with silent point mutations underlined. The
oligonucleotides used to mutate the residue 103 of mitoGCL (underlined) are also represented.

2. Production of lentiviral particles

The full-length cDNA encoding mitoGCL was digested with Eco47111/Smal
restriction enzymes to generate blunt ends, and then subcloned into the Pmel site of
pWPI lentiviral vector (mitoGCL-pWPI) (Didier Trono laboratory, Lausanne,
Switzerland). To generate recombinant lentivirus we used a standard protocol®. In brief,

Human Embryonic Kidney (HEK293T) cells were seeded at 2x10° cells/cm? in 60 cm?
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dishes and then transiently transfected with a mixture of 20 ug of the mitoGCL-pWPI,
10 ug of pMD2 (packaging plasmid) and 15 ug of pPAX2 (envelope plasmid) (Didier
Trono laboratory), using 1 uM polyethylenimine (PEI) transfection reagent. 72-h after
transfection, supernatants were collected, centrifuged at 300xg for 5 min and filtered
through a 0.45 pm filter (Millex-HV PDVF, Millipore, Cork, Ireland). This crude virus
fraction was concentrated by ultracentrifugation at 20,000xg for 2 h at 4°C, re-
suspended in phosphate-buffered saline (PBS, 136 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 7.8 mM
Na;HPO,, 1.7 mM KH,PO,4; pH 7.4) and stored at -80°C until used. Viral titters were
determined after incubation of 3T3 cells with increasing dilutions of lentivirus in the
presence of 8 pug/ml polybrene (Millipore). After an overnight incubation with lentiviral
particles, medium was changed and cells were allowed to express GFP protein during
48 h, collected and analyzed for GFP fluorescence quantification by flow cytometry.
Lentiviral particles were re-suspended to a final concentration of 1.7x10° plaque

formation untis (p.f.u.)/pl.

— ™ q p
7 Ly . Recolection of
P @f ;& :@‘( supernatant
pWPI —p- Ef | — T ;@ @
e Packaging in HEK293T o
i x "N\

=

Lentivirus

r
L psPAX2 pMD2 )
’»\ =®% concentration
-
!' " %
&}

Plasmid co-transfection

L

Cellular
transduction i

PWPI- (MitoGCL or MitoGCL(E103A)) 20 ug

psPAX2 15 ug
Scheme Il. Lentiviral particles production. To produce lentiviral particlees, we co-transfected

HEK293T cells with pWPI, psPAX2 and pMD2 plasmids, codifying for protein expression plasmid,
viral capside and viral envelope, respectively. Culture medium with lentiviral particles was collected,
filtered and concentrated by centrifugation. Lentivial concentrate was added to 3T3 cells to quantify the

efficiency of transduction and concentration.
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3. Small interfering RNA (siRNA)

Using previously reported rational criteria®**, we designed the following target
sequences to get gene expression-specific knockdown by siRNA. For glutathione
synthetase (GSS): 5’-AGGAAATTGCTGTGGTTTA-3’ (nucleotides 856-874 of the

human sequence NM_000178) and 5’-~AGAGAAGGAAAGAAACATA-3’ (nucleotides
713-731 of the rat sequence NM_012962.

Protein Access number Sequence Position
5= AGGAAATTGCTGTGGTTTA -3° 856-874
(Neurons)

NM_000178 (humano) 5'- AGAGAAGGAAAGAAACATA - 713-731

GSS NM_012962 (rat) (HEK293T)
5'-TGAAACAGATCGAAATCAA -3 499-517

5-GGACCTGAGTTTAAACAAA -3 1154-1172
(Neurons)

NM_000637 (humano)

GSR - . 5'- AGACGAATTCCAGAATACC - 3° 1211-1229
NM_053906 (rat) e
5. GCACGGAGCGAGCTGGAGAA- 3’ 967-983
e . . 338-356
5'- CGCCAAGAACGAAGAGATT- 3
NM_ 00581 (humano) (Neuronsand HEK293T)
GPxl NM_030826.3 (rat) o
5’- GGTTCGAGCCCAACTTCATGCTCTT-3" ) o
SOD2 )
mhzog‘ii%gi“(‘?lglo) 5 GGGAGTTGCTGGAAGCCAT- 3’ 381-399
(MnSOD) it
Luciferase 5'- CTGACGCGGAATACTTCGATT -3’

Table 11. siRNA sequences. siRNAs were designed to recognise human and rat variants of the same
protein. Up to three different sequences were designed and tested for glutathione synthetase (GSS), glu-
tathione reductase (GSR), glutathione peroxidase 1, superoxide dismutase 2 (SOD2) and luciferase (Con-
trol siRNA). The most effective siRNAs sequences at downregulating proteins were selected (in bold
characters) ) Zhang et al.*?
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For glutathione reductase (GSR): 5’~AGACGAATTCCAGAATACC-3’ (nucleotides
1211-1229 of the human sequence NM_000637) and 5’-
GGACCTGAGTTTAAACAAA-3’ (nucleotides 1154-1172 of the rat sequence
NM_053906). For glutathione peroxidase-1 (GPx1): 5’-
CGCCAAGAACGAAGAGATT-3’ (nucleotides 338-356 for both human, NM_00581,
and rat, NM_030826.3 sequences). Superoxide dismutase-2 (SOD2 or MnSOD): 5’-
GGGAGTTGCTGGAAGCCAT-3’ (nucleotides 381-399 for both human, NM_000636,
and rat, NM_017051 sequences). In all cases, a SiRNA against luciferase (5'-
CTGACGCGGAATACTTCGATT-3), was used for control transfections. We
purchased the high-pressure liquid chromatography-purified siRNAs from Dharmacon
(Abgene, Thermo Fisher, Epsom, UK).

4. Cell culture

Cortical neurons in primary culture were prepared from fetal Wistar rats (E16),

seeded at 2.5x10° cells/cm? in six- or 12-well plates previously coated with poly-D-
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lysine (15 ug/ml) in DMEM (Sigma, Madrid, Spain) supplemented with 10% (v/v) fetal
calf serum (FCS, Roche Diagnostics, Heidelberg, Germany). Cells were incubated at 37
°C in a humidified 5% CO,-containing atmosphere. At 48 h after plating, the medium
was replaced with DMEM supplemented with 5% horse serum (Sigma), 20 mM D-
glucose and, on day 4, cytosine arabinoside (10 uM) to prevent non-neuronal
proliferation®*. Human Embryonic Kidney 293T (HEK293T) cells were maintained in
DMEM supplemented with 10% (v/v) FCS.

5. Cell transfections and treatments

Transfections of primary neurons with siRNAs were performed at day 3 in vitro,
although experiments and sample collection were done at day 6. In all sSiRNA-mediated
knockdown experiments, a preliminary set of transfections were performed using a
range of 20 to 100 nM of each siRNA to obtain a concentration-dependent knockdown
effect; however, the results shown correspond to those experiments using 100 nM of
each siRNA. Transfections of primary neurons with plasmid vectors were performed at
day 4 or 5 in vitro. In these, we used 0.4-1.6 ug ml™* of each plasmid. All transfections
in neurons were performed using Lipofectamine2000 (Invitrogen, Madrid, Spain),
following the manufacturer's instructions, also described elsewhere**. After 6 h, the
medium was removed and cells were further incubated, for the times indicated in the
figures, in the presence of culture medium. For plasmids, the transfection efficiencies in
neurons were, approximately, 7%, as judged by the proportion of GFP™ neurons versus
total number of neurons (as evidenced by DAPI-staining); for siRNA duplexes, the
transfection efficiencies were >90%, as judged by the level of protein knockdown
shown in the corresponding figures. For experiments involving glutamate-receptor
stimulation, neurons were incubated at day 6 in vitro (i.e., 1-3 days after transfections,
when applicable) with 100 uM glutamate (in the presence of 10 uM glycine) in buffered
Hank's solution (134.2 mM NaCl, 526 mM KCI, 0.43 mM KH,PO,, 4.09 mM
NaHCOj3, 0.33 mM Na;HPO,, 5.44 mM glucose, 20 mM HEPES, 4 mM CaCl,, pH 7.4)

for 5 min, following a standard procedure®®, washed, and further incubated for 24 h
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post-stimulation (unless otherwise specified) in DMEM. To block N-methyl-D-aspartate
(NMDA\) receptor, neurons were pre-incubated with 10 uM of MK801 (Sigma) 5 min
before glutamate additions. In some experiments, instead of glutamate, neurons were
incubated in the presence of rotenone (Rot, 10 uM), antimycin A (AA, 10 uM) or 3
nitropropionic acid (3-NP, 2 mM). For HEK293T cell treatment, cells were seeded at
1x10° cells/cm? or 5x10* cells/cm? for experiments involving nucleic acid transfections.
In these cases, the cells were used 24 h after transfections with plasmids or 3 days after
transfections with siRNAs. For siRNAs, we used Lipofectamine2000 (Invitrogen)
following the manufacturer’s instructions, and for plasmids, we used 1 uM
polyethylenimine (PEI, Sigma)* with some modifications. Briefly, a mix of PEI with
the corresponding DNA plasmid was added to cells after an incubation step of 10 min at
room temperature in Optimem medium (Invitrogen). Cells were then incubated with this
PEI/DNA-containing solution at 37°C during 1 h, followed by washing with PBS and
incubation in DMEM supplemented with either 10% or 0.05% FCS (v/v). In some
experiments, HEK293T cells were incubated with rotenone (1 uM for 4 h, or 10 uM for
15 or 45 min, as indicated) 3-NP (10 mM for 2 h).

6. Subcellular fractionation

To fractionate cytosol from intact mitochondria, we used a differential centrifugation
protocol®. In brief, cells grown in 145 cm?® dishes (Nunc, Thermo Fisher Scientific,
Roskilde, Denmark) were collected in mitochondria isolation buffer (MIB, 320 mM
sucrose, 1 mM potassium EDTA, 10 mM Tris-HCI and the protease inhibitor cocktail (2
mM AEBSF, 0.3 uM Aprotinin, 130 puM Bestatin, 1 mM EDTA, 14 uM E-64, 1 uM
Leupeptin, catalog number P2714, Sigma) at pH 7.4. Cells were centrifuged at 600xg
for 5 min at 4°C and the pellet re-suspended in MIB. After a 18 stroke homogenization
step in a tight-fitting glass-teflon homogenizer, homogenate was centrifuged three times
at 1300xg for 10 min at 4°C, keeping the supernatants in every step. The mitochondrial
pellet that resulted from the final centrifugation (at 17,000xg for 12 min at 4°C) was re-
suspended in MIB (for reactive oxygen species and enzymatic analysis) or RIPA buffer

(see composition below under western blotting subsection), and the supernatant was
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kept on ice (cytosolic fraction). To obtain reproducible results, only enriched
mitochondrial and cytosolic fractions were used for the experiments, which were always
assessed by the analysis of citrate synthase or lactate dehydrogenase activities, as

previously described®.

7-10 - 10’ cells
Homogenize (18-20 strokes. 600 x rpm)
Cellular homogenate

Centrifuge at 1300 x g (10 min. 4°C)
Supernatant Pellet

(81) Resuspension in 1 mL MAM

Centrifuge at 1300 x g (10 min. 4°C

-

Supernatant Pellet (Discard)
(52)

—

v «
1. Centrifuge x2 at 1300 x g (10 min. 4°C).
Keep supernatant each time.
2. Centrifuge supernatants at 17000 x g

(12 min. 4°C)
l
Supernatant Pellets Supernatant
CYTOSOL P1 P2 (Discard)
¥ @
l Combine P1+P2
9 as%d
Mitochondria @@g
Scheme 111. Subcellular fractionation. Mitochondrial and cytosolic fractions were obtained from

HEK?293T cells homogeneized at 4°C in a tight-fitting glass-teflon homogenizer. After a centrifugation
step at 1,300 x g (10 min, 4°C), supernatants were collected (S1). After the resuspension of the pellet in
MIB buffer and centrifugation in the same conditions, supernatant was also collected, giving the S2
resuspension. Both S1 and S2 were further centrifugated in the same conditions until no pellet was
observed. The pellets from the final centrifugation step at 17,000 x g (12 min, 4°C), were considered as
the mitochondrial fraction, whereas supernatant from S1 constituted the cytosolic fraction.
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7. Western blotting

Cells or subcellular fractions were Ilysed in RIPA buffer (2% sodium
dodecylsulphate, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA and 50 mM Tris pH 7.5), supplemented
with phosphatase inhibitors (100 uM phenylmethylsulfonyl fluoride, 50 pg/ml
antipapain, 50 ug/ml pepstatin, 50 pg/ml amastatin, 50 pg/ml leupeptin, 50 pg/ml
bestatin, 1 mM o-vanadate, 50 mM NaF, and 50 pg/ml soybean trypsin inhibitor) and
boiled for 5 min. Extracts were centrifuged at 13,000xg for 5 min at 4°C, and aliquots of
lysates (20-90 pg protein) were subjected to sodium docedyl sulfate-polyacrylamide
(SDS-PAGE) electrophoresis on a 8, 10 or 12% acrylamide gel (MiniProtean®, Bio-
Rad) including BenchMark™ (Invitrogen) or Dual Colors™ (BioRad) as prestained
protein ladders. The resolved proteins were transferred electrophoretically to
nitrocellulose membranes (Hybond-ECL, Amersham Bioscience Europe GmbH,
Barcelona, Spain). Membranes were blocked with 5% (w/v) low-fat milk in 20 mM
Tris, 500 mM NacCl, and 0.1% (w/v) Tween 20, pH 7.5, for 1 h. After blocking,
membranes were immunoblotted with rabbit polyclonal anti-GCL®, rabbit polyclonal
anti-GPx1 (ab59546, Abcam, Cambridge, UK), mouse monoclonal anti-GSS (Sc-
166882, Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg, Germany), mouse monoclonal anti-
GSR (Sc-133159, Santa Cruz Biotechnologies), mouse monoclonal anti-SOD2
(ab16956, Abcam), rabbit polyclonal anti-VDAC (Calbiochem, Darmstadt, Germany),
or mouse monoclonal anti- GAPDH (1:40,000 dilution, Ambion, Cambridge, UK)
antibodies, at dilutions ranging from 1:500 to 1:1000, unless otherwise stated, overnight
at 4°C. VDAC and GAPDH were used as mitochondrial and cytosolic (or whole cell)
loading controls, respectively. After incubation with horseradish peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit 1gG (1:1000 dilution, Pierce, Thermo Fischer Scientific) or goat anti-
mouse IgG (1:1000 dilution, BioRad), membranes were immediately incubated with the
enhanced chemiluminescence kit SuperSignal West Dura (Pierce, Thermo Scientific,
Illinois, USA) for 5 min, before exposure to Kodak XAR-5 film for 1-5 min, and the

autoradiograms scanned.
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Antibodies
Antibody Dilution (application)  Clon (Reference)
Glutamate cysteine ligase Rabbit . : o
(Catalytic subunit. GCLy) (polvclonal) L1000 0E) hlze ioean
Glutamate cysteine ligase Rabbit 1:40(ICC) [Diaz-Hermandez, Produccion
(Catalytic subunit. GCLy) (polyclonal) 1:40 (WB) 2005,38992] propia
Glutathione Peroxidasel Rabbit
: . 5
(GPx1) (olyelonal) 1:1000 (WB) ab39546 Abcam
Glutathione synthetase Mouse : ClonH-7 =2
(GSS) (monoclonal) L 000 CWEY (Sc 166882) Ak Criz
Glutathione Reductase Mouse ClonB-12
(GSR) (monoclonal) Q00w (Sc 133159) bt Cruz
Superoxide Dismutase 2 Mouse Clon2Al1
) .
(SOD2) o MnSOD (monoclonal) kAUt (ab16956) SRR
Porin or Voltage Dependen Rabbit .
- o . 7 5 -
Anion Channel (VDAC) (polvclonal) ELO00 (o) s Gdlathem
Gliceraldehide 3-phosphate Mouse . ' Clon 6C3 ;
deshidrogenase (GAPDH) (monoclonal) LA0000LWE) (AM4300) cmliton
Neuronal Nuclear Protein Mouse y Clon A-60 .
(NeulNT) (monoclonal) LIeO ) (MAB377) Chemicay
Green Fluorescent Rabbit 1:1000 (IHC) 1290 Ab
Protein(GFP) (polyclonal) ’ = can

Secondary antibodies

Mouseanti-IeG (H+ L)

. ] ’} E ha, .
deifightad with FIRP Goat (polvclonal) 1:1000(WB) 32230 Pierce
Rabbit anti-TgG (H+ 1) ; Pierce
CorifngHted it FIRE Goat (polyclonal) 1:1000(WB) 1858415 (Therties)
. . Molecular
Rabbit anti-IgG (H+ L) ) ) i
caniired with Alexd 458 Goat (polyclonal) 1:500(ICQ) Al1008 (Inzli;t;ism)
Mouseanti-IgG (H+ L) Molecular
conjugated with Goat (polyclonal) 1:500(ICC) A-20004 Probes
Alexa 594 {Invitrogen)
Rabbit anti-IgG (H+ L) Jackson
conjugated with Goat (polyclonal) 1:400 (ICC) 111-175-144 et
Cys
Mouseanti-IeG (H+ L) Tackson
conjugated with Goat (polyclonal) 1:500(FC) 111-165-003 Thre
Cy3.

Table I11. Antibodies used in this work. Primary and secondary used for protein expression analysis
by western blot (WB), flow cytometry (FC), inmunocytochemistry (ICQ) and inmunohistochemistry
(IHQ). Dilutions used, clones, references and suppliers are also specified.
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8. Determination of reactive oxigen species (ROS)

Mitochondrial superoxide was detected using the fluorescent MitoSox probe
(Invitrogen). To perform this, cells were incubated in Hank’s buffer with 2 puM
MitoSox-Red for 30 min at 37°C in a 5% CO, atmosphere, washed with PBS, and the
fluorescence assessed by flow cytometry or fluorescence microscopy. We used the FL1,
FL2 and FL3 channels of a FACScalibur flow cytometer (15 mW argon ion laser tuned
at 488 nm; CellQuest software, Becton Dickinson Biosciences). Thresholds were
adjusted by using non-stained and stained cells for MitoSOX fluorescence, and
transfected and non-transfected cells for GFP fluorescence. The rate of H,O, production
in mitochondria and whole cells were assessed using the luminescent AmplexRed™
probe (Invitrogen) or the fluorogenic pHyPer-dMito plasmid vector (Evrogen, Moscow,
Russia). For H,O; assessment in isolated mitochondria, 50 pg protein-aliquots of
freshly-obtained mitochondria were incubated with 100 uM AmplexRed in
mitochondrial respiration buffer (125 mM KCI, 2 mM KH,PO,4 1 mM MgCl,, 0,5
mg/ml bovine serum albumin and 10 mM HEPES, pH 7.4) containing horseradish
peroxidase (0.5 U/ml). Luminescence was recorded for 45 min at 1 min intervals using
a Fluoroskan Ascent FL (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) fluorimeter
(excitation: 538 nm, emission: 604 nm), and the slopes were used for calculations. For
H,0, assessment in whole cell, 1.5x10* cells were incubated in 100 pM AmplexRed in
Krebs-Ringer Phosphate buffer (145 mM NaCl, 5.7 mM Na,PO,, 4.86 mM KCI, 0.54
mM CaCl,, 1.22 mM MgSO, and 5.5 mM glucose, pH 7.4), and the luminescence
recorded as we did for mitochondria. Mitochondrial H,O, was also detected by
fluorescence microscopy in seeded, intact cells following the green fluorescence emitted
by cells transfected with pHyPer-dMito plasmid vector, which express a mitochondrial-

tagged H,O,-sensitive fluorescent probe.

9. In vitro H,0, quantification

To assess the in vitro reaction of GSH or yGC with H,O,, we used a previously

described protocol**. GSH or yGC (at concentrations ranging from 0 to 2000 uM) were
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incubated with H,O, (100 uM), either in the absence or in the presence of 5 U/ml of
GPx1 purified from bovine erithrocytes (catalog number 3167, Sigma), and/or (as
indicated) 5 U/ml of GSR from bakers yeast (catalog number 3664, Sigma) in reaction
buffer (0.1 M NaHPO,4, 1 mM EDTA diK", 0.4 mM NADPH, pH 7.4) at 25°C. The
reaction was stopped every 1 min by the addition of 11.4 mM HCI. Then, 3.2 mM
amonium ferrous sulfate hexahydrate (NH4).Fe(SO4), and 180 mM KSCN (final
concentrations) were added, and the absorbance at 492 nm after 10 min of incubation at
room temperature was measured, in a 96-well plate reader (Multiscan Ascent,
Thermolabsystems, Belgium). For the calculations, we used a standard curve using O-
240 pM H,0,.

10. Determination of lactate dehydrogenase and citrate
synthase activities

These were determined as described® using 10 pg of protein in a final volume of 1
ml. Lactate dehydrogenase was determined following the rate in the change of
absorbance at 340 nm in a 80 mM Tris buffer containing 200 mM NaCl and 0.28 mM
NADH at pH 7.5 and at 30°C. Citrate synthase was determined following the rate in the
change of absorbance at 412 nm in a 100 mM Tris-HCI buffer containing 0.2 mM
oxaloacetate, 0.1 mM acetyl-CoA, 0.2 mM DTNB and 0.1% (v/v) Triton X-100, at pH
8.0 and at 30°C.

11. Determination of y-glutamylcysteine concentration and
GCL activity

This was performed essentially following a previously described method®. In brief,
cells were washed, carefully harvested with 1 mM EDTA in PBS, pelleted (500xg for 5
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min), and re-suspended in isolation medium (320 mM sucrose, 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7.4). Mitochondrial fraction was obtained (as described above) when
necessary. Samples (whole cells or isolated mitochondria) were freeze-thawed three
times, and the lysates were filtered through 10-kDa molecular mass cut-off devices
(Amicon, Millipore) at 12,000xg for 15 min at 4 °C. The retained protein fraction was
immediately used for the determination of y-glutamylcysteine concentration or assayed
for GCL activity in 0.1 M Tris-HCI buffer containing 0.15 mM KCI, 20 mM MgCl,, 2
mM EDTA, 10 mM ATP, 10 mM L-cysteine, 40 mM L-glutamate, and 220 uM
acivicin, pH 8.2, at 37 °C for 15 min. The reaction was stopped by addition of ice-cold
ortho-phosphoric acid (15 mM, final concentration), and the reaction product was
immediately used for y-glutamylcysteine determination. This was performed by high-
pressure liquid chromatography (HPLC) using a LC-20A Shimadzu equipment
(Shimadzu GmbH, Duisburg) with an interphase module (CBM-20A, Shimadzu GmbH)
and electrochemical detection (ESA Biosciences, Inc., Chelmsford, MA), with the
upstream electrode set at +100 mV (for compounds with low oxidation potential) and
downstream electrode set between +100 and +650 mV (in +50 mV increments) for each
injected standard to determine the optimum potential for detection. The samples were
subjected to analysis with a Teknokroma MediterraneaSea;g ODS column (4.6 x 250
mm, 5-um particle size), using 15 mM orthophosphoric acid as the mobile phase® at a
flow rate of 0.5 ml/min. An external standard of 2.5-10 uM y-glutamylcysteine
(Bachem, Germany) was used for the calculations. In preliminary experiments, we
tested that, under these conditions, y-glutamylcysteine synthesis was linear with the

incubation time at least up to 20 min.

12. Determination of glutathione concentrations.

This was performed by both the enzymatic and the HPLC (with electrochemical
detection) methods. For the enzymatic method, 1% (wt/vol) of sulfosalicylic acid was
added to cells or isolated mitochondria, the cell lysates were centrifuged at 13,000xg for
5 min at 4°C, and the supernatants were used for the determination of total glutathione
(GSH + 2xGSSG), using GSSG (0-50 M) as standard, as described previously?!. Total
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glutathione was measured in reaction buffer (0.1 mM NaHPQO,4, 1 mM EDTA, 0.3 mM
DTNB, 0.4 mM NADPH, glutathione reductase 1 U/ml, pH 7.5) by recording the
increase in the absorbance after the reaction of GSH with DTNB. GSSG was measured
(either under basal conditions or after incubation of cells with 10 uM rotenone for 3h at
37°C in Hank’s buffer). GSSG was quantified after derivation with 2-vinilpiridine
(Sigma) plus 0.2 M Tris (pH 5-7). Absorbance at 405 nm was recorded for 2.5 min in
15 s intervals using a (Multiscan Ascent, Thermolabsystems, Belgium) plate reader.
GSH concentration values were confirmed by the HPLC method,; in this, ice-cold ortho-
phosphoric acid (15 mM, final concentration) was added to cells, cytosol or isolated
mitochondria, and then subjected to HPLC with electrochemical detection (upstream
electrode: +100 mV; downstream electrode: +100 to +650 mV (in +50 mV

increments)®® and an external GSH standard (Sigma).

13. Site-directed mutagenesis.

For the assessment of free reduced and oxidized forms low molecular weight thiols,

1*6 with some modifications. Cells were seeded in

we used a previously reported protoco
60 cm? at a density of 5 x 10* cells/cm?. After 4 days in culture, cells were rinsed with
PBS and incubated with Hank’s buffer (5.5 mM glucose, pH 7.4) for 7 h at 37°C in a
5% CO, atmosphere. Then, cells were washed with ice-cold PBS containing 10 mM N-
ethylmaleimide (NEM, Sigma) for 2 min and then scraped in 400 ul of the PBS-NEM
mixture. For in vivo analyses, mice were anesthesized with isofluorane (Abbot) and
sacrificed by cervical dislocation; brain, liver and kidney were rapidly deep-frozen
(freeze-clamping) in liquid nitrogen. Aliquots of 100 mg of tissue were homogenized in
400 pl of 10 mM NEM. In all cases, after addition of 4% (v/v) perchloric acid, samples
were centrifuged at 13,000xg for 10 min at 4°C, and the supernatant collected and stored
at -80°C until thiols determination by ultra performance liquid chromatography and

mass spectrometric detection (UPLC-MS/MS).
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14. Samples preparation for the determination of protein
disulfides formed with low molecular weight thiols.

Cells were seeded as indicated in the previous paragraph for free thiols and disulfides
measurement. After washing with ice-cold PBS containing 10 mM NEM for 2 min,
cells were detached with 10% trichloroacetic acid (TCA) and centrifuged at 10,000xg
for 2 min at 4°C. The pellet was washed twice with 10% TCA and dissolved in 50 mM
HEPES with 2% SDS, pH 8, with powder NaHCO3; added until saturation. Once re-
suspended, an aliquot of the pellets was used for the determination of protein
concentration. Another aliquot was taken and treated with 2.5 mM dithiothreitol (DTT,
Sigma). After 1 h incubation at 40°C in agitation and verified the pH to be between 9-
10, 10 mM NEM was added and vortex manually. Perchloric acid (4%) was then added,
and samples centrifuged at 10,000xg for 10 min at 4°C. Samples were stored at -80°C
until analyzed by UPLC-MS/MS.

15. Ultra performance liguid chromatography and mass
spectrometry (UPLC-MS/MS).

This was carried out using a triple-quadruple mass spectrometer (Waters,
Manchester, UK) equipped with Xevo TQ-S. Analytical separation was carried out at
50°C using a core shell C19 Kinetex column (100 x 2mm, 3 um, Phenomenex) using an
injection volume of 2 pul. A 6 min gradient elution was performed at a flow rate of 400
um min? as follows: initial conditions A (water, 0.1% v/v HCOOH) 100%, B
(acetonitrile, 0.1% v/v HCOOH) were kept for 1 min, followed by a linear gradient up
to 85% B in 1.5 min, then isocratic condition was held for 2 min. Finally, a 0.25 min
linear gradient was used to return to the initial conditions, which were held for 1.25 min
to re-equilibrate the system. Positive ion electrospray tandem mass spectra were
recorded using the following conditions: capillary voltage 3 kV, source temperature

350°C, cone and nebulisation gases were set at 750 and 180 L/h, respectively.
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16. Flow cytometric analysis of apoptotic cell death.

Cells were carefully detached from the plates using 1 mM EDTA (tetrasodium salt)
in PBS (pH 7.4). APC-conjugated annexin-V and 7-amino-actinomycin D (7-AAD)
(Becton Dickinson Biosciences) were used to determine quantitatively the percentage of
apoptotic neurons by flow cytometry. Cells were stained with annexin V-APC and 7-
AAD in binding buffer (100 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CacCl,), according to
the manufacturer's instructions, and 3 x 10° cells were analysed, in four replicates per
condition, on a FACScalibur flow cytometer (15 mW argon ion laser tuned at 488 nm;
CellQuest software, Becton Dickinson Biosciences). GFP* and GFP™ cells were
analysed separately, and the annexin V-APC-stained cells that were 7-AAD-negative
were considered to be apoptotic®®. The analyzer threshold was adjusted on the flow
cytometer channel to exclude most of the subcellular debris in order to reduce the
background noise owing to the neurite disruption during neuronal detaching. Data were

expressed as percentages.

17. Flow cytometric detection of active caspase-3.

Active caspase-3 was detected using the ApoActive3™ Kit (Bachem, San Carlos,
CA, USA), following the manufacturer's instructions. After detaching cells with 1 mM
EDTA (tetrasodium salt) and centrifuged, cell pellets were fixed during 20 min, re-
suspended in PBS + 2% bovine serum albumin (BSA) and incubated for 1 h with 1X
rabbit anti-caspase 3. Cells were then incubated with 1:500 anti-rabbit CyC3 (Jackson
Immunoresearch, Pennsylvania, U.S.A.) for 1 h. Between each step, cells were washed
with either PBS (until labelling of samples) or PBS + 1% BSA, and re-suspended in
PBS + 2% BSA before analysis by flow cytometry (tuned at 488 nm; CellQuest

software, Becton Dickinson Biosciences).
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18. Stereotaxic injection of lentiviral particles.

Stereotaxic injections were performed as previously described®, with some
modifications. Male mice (10-16 weeks old) were anesthetized by inhalatory induction
and maintained with sevofluorane (Sevorane. Abbot), using a gas distribution column
(Hersill H-3, Madrid, Spain) and a vaporizer (InterMed Penlons Sigma Delta, OX, UK).
Mice were placed in a stereotaxic alignment system (Model 1900, David Kopf
Instruments, CA, USA) with digital read out (Wizard 550, Anilam, NY, USA) and
complemented with a stereomicroscope (Nikon SMZ 645, Tokyo, Japan) and a fibre
optic cold light source (Schott KL1500 compact, Mainz, Germany). Injection was
performed into both hemispheres at coordinates: 0.5 mm anterior to bregma, 2.1 mm
lateral to midline, and 3.8 mm ventral to dura’ using a 5-ul Hamilton syringe
(Microliter 65RN, Hamilton, NV, USA) with a 26 S needle (type 2 tip). Lentiviral
particles were delivered at a concentration of 5 x 10° total plaque forming units in 3 pl
of PBS with a mini-pump (UltraMicroPump 1Il, World Precision Instruments, USA)
and a digital controller (Micro4 (UMC4) World Precision Instruments, USA), during 12
min at a rate of 0.25 pl/min. The syringe was left in place for 10 min before slowly
retracting it to allow for lentivirus infusion and to prevent reflux. Wounds were irrigated
with 0.9% sterile saline solution and animals were allowed to recover from anaesthesia
in cages placed on a 37°C thermostatted plate (Plactronic Digital, 25x60, JP Selecta,
Barcelona, Spain).
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Scheme 1V. Stereotaxis injection of lentiviral particles. After concentration by a centrifugation step
(20,000 x g, 2 h at 4°C), lentivirus produced in HEK293T cells were stereotaxically injected in the stria-
tum of male 10-16 weeks old C57BL/6J mice. Efficiency of cell transduction in tissue was performed by
inmunohistochemistry, and influence in motor behaviour was assessed with the rotarod test.

19. Induction of in vivo neurodegeneration by 3-
nitropropionic acid (3NP).

Three days after stereotaxic lentiviral partciles injection, in vivo neurodegeneration

was induced in mice (strain C57BL6/J) following a previously reported protocol®’

, With
some modifications. In brief, 3NP (25 mg/ml) was dissolved in PBS, adjusted to pH 7.4
with 1 M NaOH and maintained at 4°C for up to 1 week. Mice received i.p. injections

(50 mg/kg of body weight) of 3NP or vehicle (PBS) every 12 h for a total of seven
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injections in a volume of 200 pl. Six to eight hours after the last dose, mice were

perfused for inmunhistochemistry.

20. Tissue sampling for biochemical analyses.

Mice (C57BL6/J) were anaesthetized with xylacine hydrochloride and ketamine
hydrochloride (4:1) and sacrificed 6 days after stereotaxic administration of lentiviral
particles. After decapitation, brains were extracted and dissected out coronally in an
adult mouse matrix (ASI instruments, MI, USA), collecting the tissue comprised
between lines 7 and 11 (1 mm/line, caudal-rostral sense) of the matrix and verifying the
presence of the scares derived from stereotaxic surgery in the recollected fraction. After
removal of the cortex in each hemisphere, the remaining tissue was excised in two parts,
for determination of GSH concentration and GCL activity from the same tissue, and
each fragment was weighed. Tissue was washed twice with PBS, and 10 pl/mg tissue of
1% (wt/vol) of sulfosalicylic acid, or isolation medium (320 mM sucrose, 10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 7.4) was added for the determination of GSH or GCL activity,
respectively. Tissue was homogenized in a tight-fitting glass-teflon homogenizer (20
strokes) and centrifuged at 13,000xg for 15 min at 4°C, keeping the supernatants for the

determinations.

21. Immunocytochemistry.

Cells grown on glass coverslips or p-slide 8 well plastic bottom dishes (Ibidi,
Martinsried, Germany) were fixed with 4% paraformaldehyde (vol/vol, in PBS) for 30
min, rinsed with PBS and permeabilized for 5 min with 0.3% Triton X-100. Cells were
then incubated for 30 min at room temperature in PBS containing blocking solution
(0.1% triton X-100, 5% horse serum) and kept overnight at 4°C with anti-GCL antibody
(1:40 dilution)®. After washing with PBS, cells were incubated with the secondary
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antibody Alexa 488-conjugated goat anti-rabbit (1:400 dilution; Molecular Probes,
Invitrogen) for 1 h at room temperature. Cells transfected with pMitoDsRed2 plasmid
vector (Clontech) expressed red fluorescent protein in mitochondria, whereas cells
transfected with pIRES2-EGFP plasmid vector revealed diffused GFP fluorescence in
the cytosol. Dishes and coverslips were washed, and coverslips were mounted in
SlowFade® light antifade reagent (Molecular Probes, Oregon, USA) on glass slides for

phase-contrast or fluorescence microphotographs at x40 or x60 magnification.

22. Inmunohistochemistry and determination of lentiviral
transduction efficiency and neuronal loss.

Mice (C57BL6/J) were deeply anaesthetized by i.p. injection of a mixture (1:4) of
and xilacine hydrochloride (Rompln; Bayer, Kiel, Germany) and ketamine
hydrochloride/chlorbutol (Imalgene; Merial, Lyon, France), using 1 ml of the mixture
per kg of body weight, and then perfused intra-aortically with 0.9% NaCl, followed by 5
ml/g per body weight of Somogy’s fixative (4% (p/v) paraformaldehide, 0.2% (p/v)
picric acid in 0.1 M phosphate buffer (PB) (pH 7.4). After perfusion, brains were
dissected out coronally in two parts and post-fixed, using the Somogy’s fixative, for
overnight at 4 °C. Brain blocks were then rinsed successively for 10 min, 30 min, and 2
h with 0.1 M PB solution (pH 7.4), and immersed in 20% and 30% (w/v) sucrose in PB
solution sequentially until they sank. After cryoprotection, 40 pm-thick coronal sections
were obtained with a freezing-sliding cryostate (Leica CM 1950 AgProtect, Leica,
Nussloch, Germany). The sections were collected in 0.05% sodium azide (wt/vol) in 0.1
M PB. Coronal sections were rinsed in 0.1 M PB three times each for 10 minutes, and
then incubated sequentially in: (i) 5 mg/ml sodium borohydride in PB for 30 minutes to
remove aldehyde autofluorescence; (ii) 1:1000 rabbit anti-GFP (ab290, Abcam) and
1:1000 mouse anti-NeuN (MAB377, Chemicon international. Temecula, CA, USA), in
0.2% Triton X-100 (Sigma) and 5% normal goat serum (Jackson Immoresearch,
Pennsylvania, U.S.A.) for 72 h at 4 °C in 0.1 M PB; (iii) 1:500 Alexa 488-conjugated
goat anti-rabbit and 1:500 Alexa 594-conjugated goat anti-mouse (Molecular Probes,
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Invitrogen, Oregon, USA) for 2 h at room temperature; (iv) 0.5 ug/ml DAPI in PB for
10 minutes at room temperature. Except between the staining with secondary antibodies
and DAPI, after each step the sections were carefully rinsed three times each for 10 min
in PB. After rinsing, sections were mounted with Fluoromount (Sigma) aqueous
mounting medium. Sections were examined with epifluorescence and appropriated
filters sets using a microscope (Nikon Inverted microscope Eclipse Ti-E, Japan)
equipped with a pre-centered fiber illuminator (Nikon Intensilight C-HGFI, Tokyo,
Japan) and B/W CCD digital camera (Hamamatsu ORCA-ER, Hamamatsu, Japan), or a
confocal microscope (TCS SP2; Leica, Mannheim, Germany). To determine the
efficiency of transduction of the lentiviral particles, vehicle +mitoGCL-treated mice
(n=4) were used. An area of 0.5 mm? in the injection zone was counted in 3 striatal
slices/mouse. A 8.8+£1.6% of the striatal neurons, identified by NeuN staining (610+60
NeuN™ cells per slice) were GFP™ (efficiently transduced). In addition, a 40.8+5.7%
(mean+SEM) of cells that were efficiently transduced (i.e., GFP") in the striatum were
found to be NeuN". To determine neuronal loss, the number of NeuN" cells was counted

in a peri-injection area of 0.5 mm? in 3 striatal slices/mouse.

23. TUNEL assay.

Apoptotic cell death after in vivo treatments was assessed by the terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated biotinylated UTP nick end labeling (TUNEL)
assay (Roche Diagnostics). Brain sections, fixed as above, were pre-incubated in
TUNEL buffer containing 1 mM CoCl,, 140 mM sodium cacodylate and 0.3% Triton
X-100 in 30 mM Tris buffer, pH 7.2, for 30 min. After incubation at 37°C with the
TUNEL reaction mixture containing terminal deoxynucleotidyl transferase (800 U/ml)
and nucleotide mixture (1 uM) for 90 min, sections were rinsed with PBS and
counterstained with Cy3-streptavidin (Jackson Immunoresearch Laboratories). Each
data point was obtained by counting TUNEL"/NeuN* cells in a 0.3 mm? area in three
striatal slices.
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24. Rotarod test.

Motor balance and coordination was analysed using the rotarod test as described®®
once daily during days 1, 2 and 3 of 3NP treatment. Mice were trained for 3 days before
the stereotaxic surgery. All determinations were carried out at the same time every day.
Mice were allowed to stay for 300 s on a five-lane accelerating rotarod (Model 47600.
Ugo Basile, Comerio, Italy) rotating rod with a continuous accelerating rotation speed
from 4 to 40 rpm, increasing 4 rpm every 30 s and reaching the final speed at 270 s.
Latency to fall was measured during this period, annotating the time the animal stayed
on the rotation rod. Data from tests in which animals completed 3 turns without walking

were disregarded.

25. Protein determinations.

Protein concentrations were determined in the cell suspensions, lysates,
mitochondrial fractions, cytosolic fractions or in parallel cell culture incubations after
solubilization with 0.1 M NaOH. Protein concentrations were determined as described*®

or by the BCA™ protein assay kit (Pierce), using bovine serum albumin as standard.

26. Ethical statement regarding the use of animals.

All animals used in this wok were obtained from the Animal Experimentation Unit of
the University of Salamanca, in accordance with Spanish legislation (RD 1201/2005)
under license from the Spanish Ministry of Science and Innovation. Protocols were

approved by the Bioethics Committee of the University of Salamanca.
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27. Statistical analysis.

All measurements in cell culture were carried out, at least, in triplicate, and the
results are expressed as the mean + SEM values from at least three different culture
preparations. For in vivo experiments we used 6-8 animals per condition. Statistical
analysis of the results was performed by one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by the least significant difference multiple range test test, or by the Student’s t
test for comparisons between two groups of values. In all cases, p<0.05 was considered

significant.
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Conclusions

At the light of the results presented in this Thesis, we have obtained the following

conclusions:

1. We have developed a method that allows the functional expression of the catalytic
subunit of glutamate-cysteine ligase in mitochondria. Using this strategy, we showed
that it is possible to synthetize y-glutamylcysteine in mitochondria without

interfering with the biosynthesis of glutathione in the cytosol.

2. y-Glutamylcysteine  detoxifies mitochondrially-produced hydrogen peroxide,
independently on cytosolic glutathione, by acting as glutathione-peroxidase-1

cofactor.

3. The occurrence of an oxidized form of y-glutamylcysteine in brain, liver and kidney

suggests a redox cycle of the dipeptide in physiological conditions.

4. y-Glutamylcysteine does not induce thiol-redox modifications directly or through

modulation of the glutathione status.

5. In neurons, prevention of mitochondrial oxidative stress by y-glutamylcysteine
results in a lower activation of the intrinsic apoptotic pathway by glutamate

excitotoxicity.

6. By its use as an in vivo gene therapy strategy, the mitochondrial synthesis of y-
glutamylcysteine in the striatum prevents apoptotic neuronal loss and motor

dysfunction in a mouse model of neurodegeneration.
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Abreviaturas

Abreviaturas

7-AAD: 7-amino-actinomicina

ABC: Cassette de union a ATP

AP-1: Proteina activadora 1

ApN: Aminopeptidasa N

ARE: Elemento de respuesta a antioxidantes

ATP: Adenosina trifosfato

BSA: Albumina serica bovina

cDNA: DNA codificante

CS: Citrato Sintasa

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DIC: Transportador de dicarboxilatos

DMEM: Medio de Eagle modificado por Dulbecco
DNA: Acido desoxirribonucleico

DNAsa: Desoxirribonucleasa

DTNB: &cido 5-5'-ditio-bis 2-nitrobenzoico

EBSS: Solucion salina equilibrada de Earle
EDTA: Acido etilendiaminotetraacetico

EpRE: Elemento de Respuesta a Electrofilos

ETC: Cadena Transportadora de Electrones (Electron Transport Chain)
FCS: Suero fetal de ternera

yGC: Gamma-glutamilcisteina

GCEE: Etil-éster de yGC

GCL: Glutamato-Cisteina Ligasa o0 gamma-glutamil cisteina sintetasa (GCS)??
GCLy: Subunidad catalitica o pesada de GCL
GCL_: Subunidad moduladora o ligera de GCL
GFP: Proteina Verde Fluorescente

GGT: gamma-glutamiltranspeptidasa

GPx: Glutation Peroxidasa

GRX: Glutarredoxina

GSH: Glutation reducido
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Abreviaturas

GSR: Glutation Reductasa

GSS: Glutation Sintetasa

GSSG: Glutation oxidado (disulfuro de glutation)
GSSPr: Disulfuro de glutation con proteinas

GSSX: Disulfuro de glutation con xenobidticos u otros compuestos
GST: Glutation S-Transferasa

HEK?293T: Linea celular embrionaria de rifion (Human Embryonic Kidney)
HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia

I.p.: Intraperitoneal.

ko: Genéticamente deficiente (“Knock-out”)

L-BSO: L-Butionina s-sulfoximina

LDH: Lactato Deshidrogenasa

MAOQO: Monoamina oxidasa

MME: Membrana mitocondrial externa

MMI: Membrana mitocondrial interna

MRE: Elemento de respuesta a metales

MRP: Proteina de resistencia multiple a drogas

NAC: N-Acetil-Cisteina

NAD": Nucleotido de nicotinamida y adenina (oxidado)
NADPH : Nucleotido de nicotinamida y adenina fosfato (reducido)
NeuN: Proteina de nuclear neuronal

NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

Nrf2: factor relacionado al factor nuclear eritroide-2
OATP: Proteina transportadora de aniones organicos
OGC: Transportador de 2-oxoglutarato

ONOO': Radical peroxinitrito

OTC: Ornitina Transcarbamilasa

OXPHOS: Fosforilacion oxidativa mitocondrial

PBS: Tampon fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PD: Enfermedad de Parkinson

Prx: Peroxirredoxina
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Abreviaturas

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA

RNA: Acido ribonucleico

RNAI: RNA de interferencia

RNAmM: RNA mensajero

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

S.E.M.: Error estandar de la media

shRNA: RNA de interferencia (small hairping RNA)

siRNA: RNA de interferencia (small interfering RNA)

SN: Substantia Nigra

SNC: Sistema Nervioso Central

SOD1 o Cu/zZnSOD: Superdxido Dismutasa 1 o Cu/Zn-superoxido dismutasa
(isoforma citosolica)

SOD2 o MnSOD: Superoxido Dismutasa 2 0 Mn-superoxido dismutasa (isoforma
mitocondrial)

TCA: Ciclo del &cido tricarboxilico

Trx: Tiorredoxina

TrxR: Tiorredoxina reductasa

UPLC-MS/MS : Cromatografia liquida de alta eficacia asociada a espectrometria de
masas en tdndem

VDAC: Canal anionico dependiente de voltaje

Wt: Forma o cepa silvestre (wild type)
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