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1.Resumen

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
actualmente incurable que, en el momento del diagndstico, establece una
esperanza de vida de entre 3 y 5 afios. Con la evolucion de la enfermedad, las
motoneuronas terminan degenerando y provocando sintomas severos de
debilidad muscular caracteristicos de esta neuropatia que finalmente termina
extendiéndose a los muasculos de control involuntario. Entre los mecanismos
moleculares alterados y las caracteristicas patolégicas observadas en la
enfermedad se encuentran descritas vias de estrés oxidativo y de
excitotoxicidad, metabolismo de ARN, disfuncion mitocondrial o proteasomal,
agregacion citoplasmica de TDP-43, autofagia o neuroinflamacion crénica
mediada por microglia. Conforme afloran los hallazgos acerca de esta
neuropatologia, se hace patente la idea de que pueda estar provocada por un
solo mecanismo desencadenante. En este contexto, la neuroinflamacion, a
pesar de haber tomado creciente interés en los ultimos afios en enfermedades
neurodegenerativas, aun no esta presente como diana en las estrategias de

intervencién sobre la ELA.

En este contexto inflamatorio, la célula inmune residente del sistema nervioso
central (SNC), la microglia, juega un papel relevante en la modulacién y
desarrollo de la neuroinflamacién. Estas células protagonizan las acciones del
sistema inmune en el SNC, conduciendo las reacciones de inflamacion cuando
ocurre un dafo, con el objetivo final de volver a un estado de homeostasis.
Desafortunadamente, cuando esta comunicacion molecular se ve impedida,
prolongada en el tiempo o es errdtica, la microglia puede adoptar funciones
neurotoxicas, con un significativo impacto en la fisiologia del resto de células
del SNC. Numerosas vias de sefializacién, donde generalmente participan

proteinas quinasas, surgen como dianas interesantes de este escenario.

MAPK/MAK/MRK overlapping kinase (MOK) es una serina/treonina quinasa
poco estudiada que recientemente ha despertado interés en ELA, gracias al
hallazgo descrito por nuestro grupo, de su co-localizacién con agregados de
TDP-43 internalizados en el citoplasma de células de microglia. La

caracterizacion realizada en la presente tesis de esta nueva via de sefalizacion
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en un contexto de ELA y neuroinflamacién, posiciona a esta proteina como
parte del engranaje inmunomodulador de las respuestas inflamatorias y de
interferon (IFN) de tipo-l/antiviral. Asimismo, los resultados revelan que la
ausencia de la quinasa MOK o su inhibicion farmacoldgica, provocan
alteraciones en la respuesta inmune y una consecuente reduccién en la

liberacion de mediadores inflamatorios.

Ademas, el lector epigenético Brd4 —molécula conocida por sus funciones
regulatorias en respuesta inflamatoria—, cuyo estado de fosforilacion parece
estar modulado por MOK, surge como primera diana funcional de MOK,
ganando por tanto un gran interés en este escenario patologico. La
investigacion realizada en este estudio indica que MOK y Brd4 conforman un
eje con funciones en la respuesta inmune, cuya alteracion es evidente en
modelos preclinicos de ELA. En este escenario, se observan alterados los
niveles celulares de MOK bifosforilado (bpMOK) en modelos y pacientes de

ELA, poniendo de manifiesto la relacion de esta quinasa con la enfermedad.

En resumen, esta investigacion desvela nuevas funciones para MOK, que
involucran al sistema inmune y al SNC hasta ahora desconocidas, resaltando a
Brd4 como la primera molécula regulada por MOK. Ademas, la modulacion de
MOK, su estado de activacion y sus niveles celulares se encuentran alterados

en un contexto de ELA, tanto en modelos preclinicos como en pacientes.

Resumen grafico
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2.Introduccioén

2.1. Esclerosis lateral amiotréfica (ELA)

2.1.1. Epidemiologia, sintomatologia y cuadro
clinico

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
mortal y relativamente poco frecuente que afecta al sistema nervioso central
(SNC), concretamente a las neuronas motoras superiores e inferiores
localizadas en la corteza motora, tallo cerebral y médula espinal (Longinetti &
Fang, 2019). Asociado a ello, tipicamente se observan inclusiones
citoplasmicas de la proteina TDP-43 en neuronas y células gliales en muestras
post-mortem en casi el 100% de los pacientes de ELA (Amado & Davidson,
2021). Otra caracteristica patolégica de la ELA, al igual que ocurre en otras
enfermedades neurodegenerativas, consiste en el desarrollo de microgliosis y
neuroinflamacion crénica en torno a las regiones afectadas (Bossuyt et al.,
2023; Turner et al., 2004).

La ELA presenta una incidencia de 2 casos por cada 100.000 habitantes y una
prevalencia en torno a 4,1 y 8,5 pacientes por cada 100.000 habitantes en el
mundo (Longinetti & Fang, 2019), siendo reflejados los primeros indicios
histéricos por el neurélogo francés Jean-Martin Charcot en 1869 (ElI Mendili et
al., 2019). Por lo general, los sintomas suelen aparecer en individuos adultos al
final de la mediana edad (de 45 a 65 afos), presentando un avance de la
enfermedad inexorable, rapido —-mas que cualquier otra enfermedad
neurodegenerativa (W. Zhang et al., 2023)— y con una progresiva atrofia
muscular donde, en ultima instancia, la afeccion de los musculos respiratorios
produce la muerte, dejando una esperanza de vida a partir del diagnostico que
varia entre 2 y 5 afos (Mejzini et al.,, 2019). A pesar de ello, existe una
considerable variabilidad en la edad del diagndstico, la velocidad de la
evolucion de la enfermedad o los musculos implicados en la degeneracion,
pudiendo mostrar un marco de la enfermedad muy diferente de un paciente a
otro (Ahmed et al., 2020; Taylor et al., 2016). De la misma manera, el origen de

la enfermedad también ofrece un ligero marco temporal diferencial en la
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aparicion de los primeros sintomas, donde pacientes con ELA familiar (ELA-F,
pacientes con algun familiar que haya padecido la enfermedad anteriormente)
suelen presentarlos con precocidad en un rango que comienza a los 40 afios,
mientras que pacientes que padecen ELA esporadica (ELA-E, pacientes sin
antecedentes familiares conocidos que hayan padecido la patologia
aparentemente) presentan los primeros sintomas a los 58-63 afios de media
(Beghi et al., 2011). Con la evidencia cientifica actual, los casos familiares
representan en torno al 5-10% del total de pacientes, siendo el 90-95% restante
casos esporadicos (Suzuki et al., 2023) (Fig. 1).

La ELA es una enfermedad con origen en una regién focalizada y que, con el
transcurso del tiempo, se va expandiendo por el resto de las regiones motoras
del organismo de forma que, en el momento de la aparicion de los sintomas, la
expansion del dafio es considerable. Por lo general, los sintomas suelen
aparecer en las extremidades superiores, aungque no son raros los casos donde
el inicio se da en las extremidades inferiores (Feldman et al., 2022). Ademas de
la debilidad y espasmos musculares generalizados, también se observan
disfagias, disartrias y disneas; aunque los musculos involuntarios por lo general
no se ven afectados hasta etapas finales de la patologia (Taylor et al., 2016).
Con todo ello, actualmente, la ELA se considera una enfermedad
neurodegenerativa multisistémica cuyos primeros sintomas suelen originarse
en las extremidades y que progresivamente se va extendiendo por el resto de
musculos del organismo (Masrori & Van Damme, 2020). En consecuencia,
cerca del 50% de los pacientes sufren manifestaciones sintomatolégicas mas
alla de problemas musculares de algun grado, y en torno al 15% pueden sufrir
otras enfermedades como la demencia frontotemporal (DFT), e incluso mas de
un 35% de los pacientes presentan cambios leves en su comportamiento,
alteraciones cognitivas o dificultades en la capacidad para hablar (Ahmed et al.,
2020). Con todo ello, el resultado es una amalgama heterogénea de patrones
sintomatoldgicos en el desarrollo de la enfermedad a pesar de tener un final
comun. En etapas terminales de la patologia, donde los sistemas musculares
encargados de la respiracion terminan fallando, los pacientes suelen ser
sometidos a ventilacion asistida mediante traqueotomia (Kiper et al., 2023).

Finalmente, los pacientes terminan por alcanzar un estado de total inmovilidad
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materializado en una pardlisis facial y oculomotora total de los musculos
voluntarios (Kiper et al., 2023; Suzuki et al., 2023).

Generalmente, el diagndstico de la enfermedad suele confirmarse tras un afio
de la aparicion de los primeros sintomas (Suzuki et al., 2023), siendo éste un
proceso lento debido en parte al tiempo que transcurre hasta el primer contacto
con un profesional que dé comienzo al diagnostico, o debido a la gran
heterogeneidad que esta neuropatia puede presentar de un paciente a otro, lo
gue aumenta el tiempo sustancialmente. Asimismo, hay que destacar que el
diagnostico de la ELA es de caracter clinico, no existiendo ninguna prueba
diagnéstica especifica (Falcdo de Campos et al., 2021). En este proceso de
valoracion se realizan numerosas pruebas con el fin de descartar del
diagnoéstico otras neuropatias cuyos sintomas son coincidentes con los de la
ELA, como pueden ser exdmenes neurolégicos o de electrodiagnostico, imagen
por resonancia magnética (MRI), o también seguir el criterio de diagnéstico de
“El Escorial” o el actualizado “Gold Coast Criteria” (Feldman et al., 2022; Genge
& Chio, 2023).

Aungque se han valorado y estudiado numerosos factores de riesgo como el
tabaco, el alcohol, la actividad fisica intensa o la actividad laboral estresante,
no existe una clara relacién de causa, siendo una enfermedad extendida entre
todos los grupos étnicos del mundo, aunque si presenta variabilidad geogréfica
de los diferentes genes implicados (Chapman et al., 2023; Mejzini et al., 2019;
Suzuki et al., 2023). Como se ha destacado anteriormente, la aparicion de la
enfermedad es mas frecuente en pacientes con un historial familiar relacionado
con ELA y de mayor edad, siendo de facto éstos los escasos factores de riesgo
claramente identificados (Bagyinszky et al., 2023; Talbott et al., 2016) (Fig. 1).
Aun asi, por ejemplo, se han descrito que los genotipos UNC13A y la repeticion
expandida en el gen de la ataxina-2 (ATXN2) pueden ser factores que
incrementen la probabilidad de sufrir ELA-E, entre otros (Amado & Davidson,
2021; Goutman et al.,, 2022; Willemse et al., 2023). Llamativamente, los
hombres suelen sufrir la enfermedad de manera esporadica con mayor
incidencia que las mujeres, en torno a 1,3 hombres por cada mujer, siendo éste
otro factor de riesgo (Ingre et al., 2015). La aparicion y diagnostico suele ser

mas temprana en hombres, mostrando ademas caracteristicas clinicas
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relativamente diferentes. Por ejemplo, las mujeres suelen presentar un origen
de la enfermedad de tipo bulbar, mientras que en los hombres suele originarse
en regiones espinales del SNC. Sin embargo, el género no tiene efecto en el

tiempo de supervivencia (McCombe & Henderson, 2010).

El entendimiento de la ELA pasa por una mezcla compleja de factores, tanto
genéticos como ambientales, donde el deterioro y senescencia de las
motoneuronas es el punto comun debido a diferentes mecanismos, como el
metabolismo anormal de glutamato, estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial,
respuestas inflamatorias u otras proteinopatias (Caballero-Hernandez et al.,
2016; Masi et al, 2022; Moujalled et al., 2021; Suzuki et al., 2023).
Desgraciadamente, la falta de tratamiento eficaz ante esta patologia repercute
en un periodo de supervivencia corto desde el momento del diagndstico, como
se ha resaltado anteriormente (Kim et al., 2020; Kiper et al., 2023). Dichos
tratamientos estan centrados principalmente en el manejo de la sintomatologia,
fisioterapia y asistencia respiratoria en etapas finales. A pesar de ser descrita
por primera vez hace unos 160 afios, y habiéndose realizado numerosos
ensayos en modelos animales preclinicos en las dos Ultimas décadas (L. Chen
et al.,, 2023), en la actualidad los Unicos medicamentos aprobados para el
tratamiento de la ELA son el Riluzol, la Edaravona, y mas recientemente, el
Fenilbutirato de sodio y Taurursodiol, aunque solo tienen un modesto beneficio,
retrasando el avance de la enfermedad unos pocos meses (Paganoni et al.,
2020; Suzuki et al.,, 2023) (Fig. 1). Se conoce muy poco del mecanismo
molecular de accidon del primero, a pesar de ser el principal tratamiento contra
la ELA desde 1995 (Jaiswal, 2019; Saitoh & Takahashi, 2020). Este
medicamento alivia la toxicidad glutamatérgica sufrida por las neuronas y que
provoca su muerte (Saitoh & Takahashi, 2020). De igual manera, escaso es el
conocimiento sobre el mecanismo de accion de la Edaravona, cuyo efecto
reduce la aparicion de radicales libres de oxigeno gracias a su actividad
antioxidante (Jaiswal, 2019). El Fenilbutirato de sodio y Taurursodiol,
aprobados como nueva opcion de tratamiento para la ELA por la FDA (del
inglés, Food and Drugs Administration) en 2022, han ganado relevancia gracias
a la identificacion de su capacidad para inhibir la apoptosis neuronal, ya que se

espera que su accion combinada reduzca el estrés oxidativo en mitocondrias y
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el reticulo endoplasmatico (Paganoni et al., 2020; Tzeplaeff et al., 2023). Aun
asi, los efectos reportados hasta el momento por las diferentes terapias no son
significativos en cuanto al curso de la enfermedad, mostrando un beneficio muy

pobre.

Tratamientos

¢ Riluzol

e Edaravona

e Fenilbutirato y
Taurursodiol

e ASOs

Factores de riesgo
¢ Edad

e Género

e Historial familiar

L/ \J
Genes implicados con Tipo de paciente
mayor frecuencia ¢ ELA esporadica: 90-95%

e SODT e ELA familiar: 10-5%

o C9orf72
o FUS
o TARDBP

Fig. 1. Recopilatorio de los factores de riesgo, medicamentos, genes asociados y origen
de los pacientes afectados por la ELA. ELA: Esclerosis lateral amiotréfica, SOD1:
Superoéxido dismutasa, C9orf72;: Chromosome 9 open Reading Frame 72, FUS: Fused in
sarcoma, TARDBP: Transactive Response DNA Binding Protein, ASOs: oligonucle6tidos
antisentido. Imagen generada mediante Biorender.com

En vista de este contexto, es necesario mejorar los conocimientos sobre la
etiologia y los mecanismos patogénicos de la enfermedad, ademas de estudiar
el perfil genético y molecular de cada paciente, permitiendo asi entender el
origen de los sintomas con el fin de alcanzar un tratamiento clinico eficaz y
personalizado para cada escenario (Fang et al.,, 2022). Hacia esa direccion
avanzan los estudios preclinicos de Korobeynikov y colaboradores, donde un
diagndstico temprano y preciso de la genética tras cada paciente (en concreto,
la mutacién FUSP525LY) permitiria generar una medicina a la carta mediante el

uso de oligonucledtidos antisentido (ASOs, del inglés antisense
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oligonucleotides) contra la proteina mutada (Korobeynikov et al., 2022).
También bajo esta misma estrategia encontramos el Tofersen, medicamento
recientemente aprobado por la FDA y cuya aprobacion también ha sido
recomendada por la Agencia Europea del Medicamento (EMA, 2024), que
consiste también en ASOs pero contra el ARN mensajero de SODI1,
permitiendo una reduccion significativa, aunque modesta, de los niveles de
SODL1 —tanto de la forma nativa como de la mutada— en fluidos de pacientes de
ELA-F SOD1 (Blair, 2023; Saini & Chawla, 2023).

Desde 1996, cerca de 40 ensayos clinicos con mas de un centenar de
participantes cada uno han sido realizados con medicamentos potencialmente
beneficiosos para el tratamiento de la ELA, aunque muy pocos con relativo
éxito; como es el caso de los ya citados (Shefner et al., 2022). En la actualidad,
la propia seleccion y criba de pacientes juega un papel vital a la hora de
obtener conclusiones de dichos ensayos, por lo que se usan criterios de
inclusion o exclusidén restrictivos, como puede ser el tiempo entre los primeros
sintomas y el inicio del tratamiento experimental, que permiten extraer la mayor
cantidad de informacion util posible (Fang et al., 2022; Shefner et al., 2022). En
este momento existen numerosos ensayos clinicos en marcha, donde se busca
desde una mejor monitorizacién de los sintomas, seguimiento y bienestar de
los pacientes (NCT05276349), hasta la blusqueda de nuevos biomarcadores
por imagen (NCT02567136), pasando por conocer mejor las variantes
genéticas de los pacientes y qué impacto puede tener (NCT04819555), o el
desarrollo de nuevos medicamentos (NCT04654689).

2.1.2.Fisiopatologia: Contexto genético, molecular

y celular
Si bien la ELA conlleva un marcado componente genético, los numerosos

genes y polimorfismos que predisponen la enfermedad son actualmente
bastante desconocidos y requieren aun de estudio, lo que no facilita un
conocimiento adecuado de los mecanismos patoldgicos involucrados
(Caballero-Hernandez et al., 2016; Sironi et al., 2023). La excesiva variabilidad
entre pacientes y la dificultad de generar modelos preclinicos fiables que
ejemplifiguen y permitan trasladar correctamente los mecanismos de la

enfermedad y de dichos resultados a un contexto clinico beneficioso, sigue
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siendo uno de los principales retos que conlleva esta patologia (Ahmed et al.,
2020). Por este motivo, el estudio minucioso de la deteccion y caracterizacion
de los componentes implicados (a nivel genético, molecular y celular) juegan un
papel vital a la hora de entender los diferentes mecanismos que pueden
originar y desarrollar la enfermedad.

2.1.2.1. Genes Implicados en ELA
Numerosos genes han sido identificados como potenciales mediadores en esta

neuropatia, por lo general, participando con una ganancia de funcién en la
mayoria de los casos y su pérdida o ambas en otros (Siddique N, 2002).
Aungue se han identificado mas de 50 genes relacionados con la muerte de las
neuronas motoras y la ELA, destacan los genes SOD1, C9orf72, TARDBP y
FUS por su frecuencia de aparicion en pacientes (Mejzini et al., 2019; Suzuki et
al., 2023) (Fig. 1).

2.1.2.1.1. SOD1 (Superoxide Dismutase 1)
En 1993 se identifico el primer gen asociado a ELA, cuyo producto origina la

superoxido dismutasa 1 (SOD1), una proteina de 153 aminoacidos expresada
en todos los tejidos cuya funcion principal es la de proteger a las células del
estrés oxidativo mediante la actividad catalitica de transformacion de aniones
superéxido a oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno (Amado & Davidson,
2021; S. J. Kaur et al., 2016). Las mutaciones en SOD1, del cual se conocen
hasta la fecha cerca de 220 mutaciones o variantes con implicacion en ELA,
estan presentes en torno al 20% de los casos de ELA-F y al 1 6 2% de los
casos de ELA-E, aunque ambos son clinicamente indistinguibles sin ayuda del
historial familiar (Zou et al., 2017). Curiosamente, si que existe una correlacién
entre el avance y desarrollo de la enfermedad y la mutacion portada en el gen
(Bagyinszky et al., 2023). La mas estudiada es la mutacibn humana
SOD1G93A (Gurney et al., 1994), la cual es usada en ratones transgénicos
(SOD1%%4) como el principal modelo preclinico de la enfermedad, ya que
agrupa muchas similitudes sintomatolégicas de la patologia humana (L. Chen
et al., 2023; Sironi et al., 2023). Por otro lado, las mutaciones en SOD1 como
A4V muestran una sintomatologia agresiva, que comienza con una debilidad
muscular de las extremidades y musculos bulbares que deja una esperanza de

vida de 2 afios de media a los pacientes (S. J. Kaur et al., 2016). En general,
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todas estas mutaciones suelen provocar el mal plegado de la proteina,
poniendo en compromiso su estabilidad y funcion, lo que resulta en la
oligomerizacion y agregacion de la misma o incluso la formacién de agregados
de tipo amiloide (Broom et al., 2015; L. Q. Wang et al., 2022). Como resultado,
se termina generando dafio mitocondrial, estrés oxidativo, desregulacion de los
niveles de citoquinas y afectacion de la homeostasis interna del calcio, entre
otros, lo que finalmente perturba a las comunicaciones glia-motoneurona,

traduciéndose en la muerte de las mismas (Bagyinszky et al., 2023).

2.1.2.1.2. C9orf72 (Chromosome 9 open Reading Frame 72)
En el afio 2011 tomo gran relevancia el gen C9orf72 debido a su identificacion

como gen asociado a la ELA y por ser el producto génico que mas
frecuentemente se encuentra alterado en esta enfermedad, estando presente
en el 40% y en el 5% de los casos familiares y esporadicos, respectivamente
(Meijpoom & Brown, 2022). Destacablemente, también es la mayor causa
genética en DFT, aunque en esta ultima no esté limitada sélo al SNC, sino que
también se expresa en sistema nervioso periférico, médula 6sea o bazo
(McCauley & Baloh, 2019). Brevemente, las mutaciones en este gen consisten
en la repeticién del hexanucleétido (GGGGCC) que, por lo general, suele estar
presente en un numero inferior a las 24 copias en personas sanas, pero que
puede llegar a miles en pacientes de ELA debido a su expansion y repeticion

(Dejesus-Hernandez et al., 2012).

A partir de este gen, se dan tres variantes por splicing alternativo (V1, V2 y V3)
que posteriormente se traducen en proteinas, donde la primera y tercera
variante portan la expansién repetida del hexanucleétido antes de su
eliminacion como intrones (Meijpboom & Brown, 2022). En condiciones
normales, estas proteinas resultantes en sus tres variantes poseen funcion en
el trafico de vesiculas y generacién de lisosomas que se da en motoneuronas
(Shi, 2018). Sin embargo, debido a la repeticion masiva del hexanucleétido en
neuronas, éste termina por alterar su propia transcripcion, secuestrando
proteinas de union a ARN y alterando el metabolismo general de ARN,
conllevando adicionalmente la ausencia de su propia expresion. Esto a su vez,
promueve la agregacion y generacion de focos de los transcritos generados o

de la misma proteina aberrante que porta la repeticion del dipéptido,
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provocando finalmente respuestas inmunes anormales, como la liberacion de
citoquinas con resultado proinflamatorio, lo que genera a su vez
neurodegeneracion (Goutman et al.,, 2022). Asi es el caso, por ejemplo, en
modelos preclinicos de raton, donde la eliminacion de C9orf72 en macrofagos y
microglia causa la acumulacion de lisosomas, ademas de un estado de
activacion que conlleva el aumento de la liberacibn de citoquinas
proinflamatorias IL-6 e IL-1B8 (O’Rourke, 2016).

2.1.2.1.3. FUS (Fused in Sarcoma)
Otro gen de relevancia para la aparicion de ELA es FUS (del inglés Fused in

Sarcoma, también conocido como “translocado en liposarcoma”) (Meijboom &
Brown, 2022). En 2009, se demostr6 que mutaciones en este gen suele
provocar la aparicion de sintomas descritos en ELA en pacientes jovenes de
alrededor de 45 afios, con un avance Yy progresion de la enfermedad
relativamente rapido (Mejzini et al., 2019). Por lo general, esta presente en un
4% de los casos de herencia familiar y en un 1% de los casos esporadicos de

la enfermedad (Fang et al., 2022).

El resultado de las mutaciones sufridas en este gen, del cual se conocen en la
actualidad mas de 120 variantes implicadas en ELA, provoca que su funcién
como proteina de union a ARN se vea comprometida, generando por tanto su
agregacion y su deslocalizacion celular (Mejzini et al., 2019). Dicha proteina,
cuya localizacion nativa es el nucleo celular, se encuentra implicada en
mecanismos de reparacion de ADN por recombinacion homéloga durante la
rotura de doble cadena o la union de extremos no homologos (Amado &
Davidson, 2021; Peters et al., 2015). Sin embargo, también tiene gran
importancia en mecanismos relacionados con el metabolismo, procesamiento,
transporte y estabilidad de ARN, miARN y ARN no codificante (Amado &
Davidson, 2021). De esta forma, es frecuente encontrar en pacientes que
células del SNC, como células gliales o neuronas, tengan alteradas la region C-
terminal de la proteina —encargada de su localizacion nuclear—, generando
deslocalizacion hacia el citoplasma (Korobeynikov et al., 2022; Scekic-Zahirovic
et al., 2016). Cabe resaltar que, aunque se ha observado con estudios in vivo
que, debido a la pérdida de funcion y su deslocalizacién al citoplasma provoca

toxicidad para las neuronas, también se ha demostrado que una ganancia de
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funcién podria favorecer una muerte celular, por lo que si el efecto se debe a
ganancia, pérdida o ambas, sigue siendo tema de debate, al igual que para la

mayoria de genes implicados en ELA (Kim et al., 2020).

2.1.2.1.4. TARDBP (Transactive Response DNA Binding Protein)
El gen TARDBP (del inglés Transactive Response DNA Binding Protein)

codifica para la proteina TDP-43, la cual es una molécula con capacidad de
union a ADN y ARN, que en 2006 se descubri6 como uno de los elementos
caracteristicos de la ELA por su agregacion citoplasmatica aberrante en
neuronas y células gliales en casi todos los pacientes (Arai et al., 2006; M.
Neumann et al., 2006). Las mas de 50 mutaciones de TARDBP identificadas en
el marco de la ELA, se localizan en el 5% y 1% de los origenes familiares y

esporadicos, respectivamente (Meijboom & Brown, 2022).

A pesar de no presentar siempre mutaciones en el gen, los agregados
hiperfosforilados y ubiquitinados de dicha proteina se han encontrado en el
citoplasma de neuronas afectadas en casi la totalidad de los casos
diagnosticados de la neuropatia, por lo que sus funciones como regulador en el
metabolismo, splicing y transporte del ARN se verian afectados (Amado &
Davidson, 2021; Masrori & Van Damme, 2020; Peters et al., 2015). Ademas,
tanto la reduccién o eliminacion de TDP-43 —que aleja a la proteina de sus
funciones normales— como su sobreexpresién en modelos preclinicos causan
marcos patoldgicos caracteristicos de la ELA, lo cual coloca a TDP-43 como un
elemento principal del eje en la convergencia y origen de la enfermedad (Brown
et al 2022; Meijboom & Brown, 2022; Taylor et al., 2016).

El hecho de que su sobreexpresion y acumulacion citoplasmética en neuronas
recapitule el fenotipo neurodegenerativo en ratones sugiere para TDP-43 una
ganancia de funcion toxica, por ejemplo, sensibilizando a las neuronas a
futuros estimulos de estrés. Otro efecto asociado a la acumulacion citoplasmica
de la proteina es la reduccion de los niveles de TDP-43 nuclear, cuyos
mecanismos no estan del todo dilucidados (Meijboom & Brown, 2022; Wood et
al., 2021). Sin embargo, se acepta que los propios agregados de TDP-43
pueden secuestrar a la forma nativa de la proteina, generando una pérdida de

funcién de la misma en el nacleo celular (Chou et al., 2018). Paralelamente, la
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acumulacion de TDP-43 citoplasmica y la formaciébn de agregados de la
proteina, genera consecuentemente una ganancia de funcion toxica, que
ademas se acomparfa de la pérdida de funcion nativa de TDP-43 (Keating et
al., 2022; Wood et al., 2021).

Por otro lado, rara vez se encuentran en pacientes de ELA agregados de TDP-
43 junto a los de FUS o SOD1, sugiriendo que las vias celulares por la que se
dan ambos fendmenos son distintas, y quizas alternativas, a pesar de tener
roles y funciones parecidos en la célula (Jeon et al., 2019; Vance et al., 2009;
Zeineddine et al., 2017). En resumen, aunque existe un gran consenso acerca
de la importancia de esta proteina en el marco patolégico de la ELA, los
mecanismos que generan toxicidad y disfuncién celular, tanto mediante

ganancia como pérdida de funcién, siguen siendo objeto de estudio.

2.1.2.1.5. Genes implicados con menor frecuencia
Como se han destacado anteriormente, existen numerosos genes con

implicacién en ELA, entre los que también podemos recalcar por su frecuencia
a TBK1 (Gerbino et al., 2020), UNC13A (Suzuki et al., 2023) y ATXN2 (Amado
& Davidson, 2021). La primera proteina, (del inglés TANK-Binding Kinase 1),
juega un papel notable en la regulacion de la autofagia, la inmunidad innata, la
apoptosis y la neuroinflamacion mediante la produccién de interferon (IFN) de
tipo-l y la activacion de la via NF-kB e interleuquinas proinflamatorias (Kim et
al., 2020; Oakes et al., 2017). TBK1 ha sido identificado en varios estudios,
tanto en ELA-F como ELA-E (Cirulli, 2015; Freischmidt et al., 2015).

Por otro lado, la desaparicion de TDP-43 nuclear que se observa de manera
concomitante a la formacién de agregados de TDP-43 citoplasmicos, genera
grandes cambios en el splicing alternativo de UNC13A, mostrando la
implicacion de este ultimo en ELA y su posible regulacion por TDP-43 (Ma et
al., 2022). UNC13A estd implicado en el transporte de vesiculas, siendo
numerosos los estudios que le atribuyen un importante papel en la rapidez de
progresion y en el tiempo de supervivencia de la enfermedad tomando en
cuenta la diversidad que ofrecen sus polimorfismos (Vidal-Taboada et al.,
2015).
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El gen ATXNZ2, el cual codifica para la proteina ataxina-2, también interacciona
con TDP-43 y estd implicado en funciones de procesamiento de ARN,
endocitosis, maduracion de granulos de estrés y modulacion de la via mTOR
(Becker et al.,, 2017), cuya alteracion aumenta el riesgo de padecer ELA
(Sproviero et al., 2017).

2.1.2.2. Mecanismos moleculares implicados en ELA
La gran variedad de genes que podemos encontrar en la ELA es un reflejo de

las numerosas funciones celulares que se ven implicadas en la misma, ya sea
por ganancia o péerdida de funcion (Kim et al., 2020). Paraddjicamente, ello no
evita que tengamos una falta de conocimiento acerca de las moléculas y vias
de sefializacién implicadas en dichos mecanismos, lo cual se refleja en los
limitados beneficios de las terapias aplicadas hasta la fecha (Amado &
Davidson, 2021). Funciones alteradas mencionadas anteriormente, tales como
metabolismo de ARN, estrés oxidativo, disfuncion de la regulacion mitocondrial,
agregacion de proteinas y alteraciones de la proteostasis, perturbaciones del
citoesqueleto, el transporte de vesiculas y autofagocitosis o las vias de
sefalizacion de la apoptosis, se ven involucradas en esta neuropatologia
(Peters et al., 2015).

Por lo general, cuando se analizan pacientes con ELA-F y se examinan los
genes destacados anteriormente, se observa tanto una ganancia de funcion
téxica como una pérdida de funcién, las cuales suelen presentar una herencia
autosémica dominante o semidominante (Kim et al., 2020). Estas alteraciones
generan cambios en los mecanismos citados provocando el desarrollo de la
enfermedad, a pesar de contar con una copia silvestre del gen en el
cromosoma homologo (Peters et al., 2015). En este contexto, el reto es aun
mayor ya que, como en el caso de C9orf72, el origen de la toxicidad no surge
de su funcion normal, sino de la ganancia de toxicidad al generarse un
transcrito o proteina aberrante. Tanto este ARN como la proteina aberrante,
independientes de la funcion normal del gen, se ofrecen como dianas
terapéuticas interesantes ya que no afectarian a los mecanismos celulares
normales de la proteina (Bagyinszky et al., 2023). Sin embargo, aun no esta
definida cual es la funcion comprometida, sino que se hipotetiza que estas

proteinas o ARN aberrantes, al agregarse, terminan generando granulos de
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estrés o alterando a terceros mecanismos celulares, incluso afectando a otras
proteinas de uniébn a ARN (Masrori et al., 2022). Otro ejemplo mas se ha
observado in vivo, donde la acumulacion de autofagosomas en el citoplasma
de neuronas localizadas en la médula espinal de pacientes ELA (Sasaki, 2011),
al igual que en el extendido modelo de raton SOD1%%3 (Morimoto et al., 2007),
manifiesta alteraciones en el transporte vesicular. En ocasiones, como en el
ejemplo de TDP-43, discernir entre ganancia o pérdida de funciébn no es
sencillo (Prasad et al., 2019; Taylor et al.,, 2016). Asi, como ocurre en este
ejemplo, ambos parecen ir de la mano, perdiéndose la funcion normal de la
proteina en el nucleo y generandose nuevas que repercuten en carencias en el
metabolismo de ARN, en alteraciones en el transporte axonal, proteostasis y
generacion de granulos de estrés que, ademds, pueden extenderse a otras
células vecinas con un mecanismo de tipo pridnico (Meijpoom & Brown, 2022).
Por estos motivos, cada vez se le otorga mas importancia a estudiar los genes
y sus proteinas desde un punto de vista tanto de ganancia de toxicidad a la par
que de pérdida de funcion, facilitando potencialmente el desarrollo de terapias
mas eficaces y personalizadas.

Aungue los mecanismos patoldgicos de la ELA llevan siendo objeto de estudio
durante décadas, éstos siguen siendo una cuestién llena de incdAgnitas,
principalmente en pacientes de ELA-E. Como resultado, la idea de que un solo
mecanismo o evento puntual genere la enfermedad va perdiendo fuerza, lo que
implica que es la suma de mudltiples factores lo que genera esta neuropatia,
hecho facilitado por la gran heterogeneidad existente, tanto a nivel genético

como fenotipico (Mejzini et al., 2019).

2.1.2.2.1. Neuroinflamacion
Cada vez mas, el papel de la neuroinflamacion crénica es identificado como un

elemento comun en enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, el
Alzheimer o la ELA, siendo un tema de investigacion de relevancia creciente
(McGeer & McGeer, 2002a, 2002b; W. Zhang et al., 2023). La activacion
cronica de la microglia desde etapas tempranas del desarrollo de la
enfermedad en pacientes, incluso antes de la observacion de signos de
neurodegeneracion en modelos animales, es un hecho ampliamente reportado
en la literatura (Brites & Vaz, 2014; Kwon & Koh, 2020; Malaspina et al., 2015).
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En este sentido, estudios en modelos preclinicos de ELA muestran un fenotipo
dual inflamatorio, presentando en principio un efecto mayoritariamente
neuroprotector y antiinflamatorio que termina derivando en fenotipos
proinflamatorios y neurotdxicos, un fendémeno probablemente extensible a
pacientes (Beers & Appel, 2019). De esta forma, se conjetura que en individuos
sanos esta neuroinflamacion limitada y controlada tiene un cometido crucial en
el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, la recuperacion de dafios o
la eliminacion de patdégenos, siendo una respuesta beneficiosa para el
individuo. Sin embargo, de alguna manera, este mecanismo por el cual el
sistema inmune genera un estado de activacion y neuroinflamacion leve
cronica termina desembocando en la muerte de las neuronas de una manera
celular no-autbnoma, hecho que ha sido identificado en casi la totalidad de los
pacientes de ELA (Beers & Appel, 2019; Brown et al., 2017). Esta
neuroinflamacion mediada por la activacion de microglia y astrocitos —también
conocida como microgliosis y astrogliosis, respectivamente—, las infiltraciones
de linfocitos T y la produccién de citoquinas, ha sido identificada en modelos
preclinicos murinos, mostrando un papel neuroprotector en unos casos 0
perjudicial en otros dependiendo del momento de la enfermedad (Thonhoff et
al., 2018). Esta activaciéon microglial y del resto de células inmunes lleva a la
liberacibn de mediadores proinflamatorios —como IL-6, IL-1B o TNFa-,
fendmeno observado en pacientes y modelos animales, causante clave de la
cronificacibn y de los efectos neurotdéxicos caracteristicos de la
neurodegeneracion (Beers & Appel, 2019; Cereda et al., 2008; Morello et al.,
2017).

A pesar de ser clara la participacion de la neuroinflamacién en diversas
neuropatologias, los mecanismos desencadenantes de la misma no estan
claramente definidos, teniendo como dogma aceptado que los agregados de
proteinas son los principales elementos causales. Actualmente, la evidencia
apoya cada vez mas la idea de que no es simplemente la propia agregacion la
desencadenante de la respuesta inmune, sino que, como se ha observado en
Alzheimer, la neuroinflamacion también contribuiria a la formacion de estos
agregados en etapas tempranas del proceso patolégico (W. Zhang et al.,

2023). Hay numerosos candidatos que emergen como posibles iniciadores del
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fenbmeno neuroinflamatorio crénico: desde factores enddgenos, como la
mencionada agregacion de proteinas aberrantes; factores ambientales, como
una infeccion; el tipo de alimentacion; el envejecimiento; o la propia
predisposicion genética de los individuos (Beers & Appel, 2019; W. Zhang et
al.,, 2023). En cualquier caso, la imposibilidad de resolver este tipo de
alteraciones homeostaticas podria facilitar el inicio y cronificacion de un estado

de gliosis e inflamacion.

Como se ha puntualizado, una de las proteinas que casi invariablemente se ve
alterada en ELA es TDP-43, encontrdndose agregados de dicha proteina en
casi la totalidad de los pacientes (M. Neumann et al., 2006). Asimismo, se ha
descrito que la sobreexpresion de TDP-43 en lineas celulares de microglia
estimula la produccion de mediadores proinflamatorios, teniendo un efecto
neurotdxico (Y. Z. Liao et al., 2022; Swarup et al., 2011). Por otra parte, en
microglia primaria la exposicion a agregados extracelulares solubles de TDP-43
y su posterior internalizacion permitié identificar por primera vez la activacion
de respuestas inflamatorias neurotoxicas, en particular mediante activacion de
la via NF-kB y del inflamasoma NLRPS3, resultando en la secrecién de IL-13
(Leal-Lasarte et al., 2017; Zhao et al., 2015) y de IL-18 (Leal-Lasarte et al.,
2017). Asimismo, se cree que tanto la propia agregacion de proteinas SOD1
como de TDP-43 es reconocida como un dafio por el sistema inmune innato,
generando una respuesta inflamatoria que, por lo general, seria rapidamente
eliminada y revertida a una situacién de homeostasis inmunolégica, pero que
en el contexto de ELA se cronifica, forjando un resultado neurodegenerativo
(McGrath et al., 2023; Taylor et al., 2016).

Otro mecanismo implicado en ELA y en neuroinflamaciéon es el papel que
desemperia la microglia en el SNC o los macréfagos en tejidos periféricos,
quienes actuan como ceélulas presentadoras de antigenos activando la
respuesta inmune adaptativa de linfocitos B y T, lo cual puede desencadenar
piroptosis (muerte celular programada citolitica mediada por el sistema inmune)
0 neurotoxicidad (Goutman et al., 2022; Lyon et al., 2019; Sutter & Crocker,
2022). Paralelamente, en el mantenimiento de la homeostasis, las células
inmunocompetentes pueden provocar degeneracion erratica en los terminales

sinapticos o las uniones neuromusculares al realizar mecanismos de
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eliminacién de restos celulares o reparaciéon de dafios (J. Liu & Wang, 2017;
Sutter & Crocker, 2022).

En este contexto, se han realizado estudios usando tomografia por emision de
positrones (PET) en pacientes y en modelos de raton SOD1%%A  que
correlacionan una mayor activacion microglial en la corteza motora con una
mayor gravedad de la degeneracion de las motoneuronas (Amor et al., 2021;
Turner et al., 2004). Otras técnicas de imagen, como la resonancia magnética,
han permitido asociar en modelos preclinicos y pacientes de ELA la deposicion
de hierro en la corteza motora con la inflamacién en dichos tejidos. Por otro
lado, el estudio post mortem del SNC de pacientes de ELA refleja el aumento
de genes dependientes de la sefializacion mediada por TLR4 (del inglés Toll-
like Receptor) y de la activacion constitutiva del factor de transcripcion STAT3

en microglia (Amor et al., 2021).

Desde otra perspectiva, es interesante encontrar marcadores de la
neuroinflamacién tales como CD68, Ibal y HLA-DR, que aportan informacién
post mortem acerca de la activacion microglial y neuroinflamacion en las
regiones afectadas por la neurodegeneracion, en tejidos de materia blanca
(Woollacott et al., 2020). En la misma linea, se han observado subpoblaciones
de células de microglia CD34 y CD11b positivas adyacentes a neuronas en
proceso degenerativo en pacientes de ELA, fendbmeno no observado en
individuos sanos, y que apunta a un efecto inflamatorio y neurotoxico. Es
importante recordar que estos cambios celulares e histolégicos que perturban
la homeostasis podrian ocurrir ya en etapas pre-sintomaticas, caracterizadas
por una activacion temprana de astrocitos y microglia generando una

acumulacion de dafio previa a la sintomatologia (Amor et al., 2021).

Cabe destacar que las biopsias liquidas mediante muestras de sangre podrian
servir como fuente de biomarcadores que reflejen la situacién
neuroinflamatoria, o que podria facilitar realizar prondsticos y diagnosticar la
enfermedad para iniciar los tratamientos lo antes posible (Staats et al., 2022).
Un desafio significativo en este aspecto es encontrar biomarcadores de
neuroinflamacion especificos de ELA, permitiendo discernir perfiles de otras

enfermedades neurodegenerativas (lIrwin et al., 2023; Staats et al., 2022).
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Determinar en qué etapa se encuentra la enfermedad puede aportar una
mejora significativa de la eficacia del tratamiento y la consiguiente reduccion de

la microgliosis y el marco inflamatorio (Zou et al., 2017).

Teniendo en cuenta la importancia de la neuroinflamacion en la
neurodegeneracion y pérdida neuronal, es interesante encontrar tratamientos
que pongan el foco en esta inmunomodulacion. Mora y colaboradores
comprobaron en un ensayo clinico de fase Ill la eficacia del medicamento
Masitinib, gracias a su mecanismo de accion antiinflamatoria mediante la
inhibicidén de receptores tirosina quinasa en mastocitos, neutrofilos, microglia y
macréfagos, tanto en SNC como periférico (Garcia-Garcia et al., 2021; Mora et
al., 2020). Recientemente, los mismos autores analizaron la supervivencia
media de los pacientes con el medicamento y tratamiento estandar frente al
estandar y placebo, observando una prolongacién de la vida de los pacientes
de unos dos afos si éste se administra antes de la aparicion de una
sintomatologia severa, en las primeras etapas de la enfermedad (Mora et al.,
2021).

Sin embargo y como se ha destacado anteriormente, las terapias que hoy en
dia se utilizan en el tratamiento de la ELA se basan en farmacos sin diana
especifica y que reducen modestamente los mecanismos de excitotoxicidad o
estrés oxidativo, sin poner ademas el foco en la neuroinflamacion.
Resumidamente, la neuroinflamacion y la gliosis son eventos prematuros que
tienen lugar en etapas pre-sintomaticas de la ELA, aceptandose actualmente

que tienen un papel fundamental en la muerte de las neuronas.

2.1.2.3. Componentes celulares
La complejidad de los mecanismos y genes implicados en el desarrollo de la

ELA ofrecen como resultado un laberinto molecular donde, ademas, hay que
incorporar los distintos tipos celulares y su propia comunicacién en el desarrollo
de la neuropatia. A pesar de los diferentes enfoques en el estudio que
podemos encontrar en esta enfermedad, todos los puntos de vista intentan
explicar el motivo final de dichos procesos, el cual culmina en la muerte de las
neuronas que inervan a los muasculos relacionados con la sintomatologia

descrita anteriormente. Aunque las neuronas no son protagonistas en la
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modulacién del sistema inmune y la inflamacién, si su propia homeostasis
celular se ve alterada, su sensibilidad a los estimulos exdgenos o provenientes
del sistema inmune se incrementa (Masrori et al., 2022). Por ejemplo, la
reduccion de los niveles de C9orf72 en neuronas aumenta los receptores de
glutamato que presentan dichas células en las membranas, sensibilizando a
estas neuronas y presentando, por tanto, una mayor predisposicion a la
excitotoxicidad por glutamato extracelular (Shi, 2018). Ademas, la microglia
puede incrementar la liberacion de glutamato en los terminales sindpticos, a la
par que dificultar la retirada de glutamato extracelular mediante la liberacion de

mediadores inflamatorios (Armada-Moreira et al., 2020).

Sumado a este contexto, las células encargadas de la limpieza extracelular en
el SNC, como son los astrocitos, pueden fallar en la correcta eliminacion de
glutamato y restos celulares, generando con ello mas dafio neuronal por
excitotoxicidad, que a su vez retroalimenta las propias sefales de factores
neurotéxicos liberados por las mismas neuronas, activando mas a astrocitos y

microglia (Kwon & Koh, 2020; Provenzano et al., 2023).

Por otro lado, los oligodendrocitos son células generadoras de mielina que
rodean los axones de las neuronas con extensiones de su propia membrana
plasmatica, permitiendo una actuacién rapida sobre éstas, facilitando la
transmision de impulsos nerviosos y el mantenimiento de la homeostasis
neuronal. En una situacion en la que se generan mediadores proinflamatorios
de manera cronica, las células precursoras de los oligodendrocitos, sensibles a
estos mediadores, ven interrumpida su maduracion y, por tanto, la renovacion

de las mismas (Festa et al., 2023; Peferoen et al., 2014).

2.1.2.3.1. Microglia
Las células de microglia son los macréfagos residentes en el SNC vy

constituyen la principal célula inmunocompetente en este tejido, jugando un
papel relevante en el comienzo y la progresion de la ELA (Geloso et al., 2017).
Todo ello convierte a estos macrofagos en el primer eslabon en la respuesta
inmunologica ante una lesion en el cerebro (Guo et al., 2022). Cada vez mas
estudios apuntan a que la neuroinflamacién que suele acompafar a la

neurodegeneracién, marcada fundamentalmente por la activacion de microglia,
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tendria un papel importante en la muerte precoz de las neuronas motoras
(Amado & Davidson, 2021).

Existe un considerable consenso en atribuir a la microglia un origen
hematopoyético, cuya migracion al cerebro sucede en etapas muy tempranas
del desarrollo, antes de la formacién de la barrera hematoencefélica (Ginhoux
et al.,, 2010; Guo et al.,, 2022; Paolicelli et al., 2022), teniendo un papel
sustancial en el desarrollo correcto de las neuronas en mamiferos desde
etapas embrionarias y adultas (Angelim et al., 2018). A pesar de ello, su
ausencia no provoca anomalias aparentes en la arquitectura neuronal del
cerebro en etapas embrionarias en ratas, aunque si presentan una leve

alteracion en el numero de oligodendrocitos (Patkar et al., 2021).

La microglia es abundante (siendo en torno al 10% del total de células del
SNC) y esté distribuida uniformemente en individuos sanos, con funciones en la
regulacion del numero de neuronas, la maduraciéon de oligodendrocitos,
promoviendo y madurando la sinapsis, o controlando el exceso de dicha
actividad, entre otras (Brites & Vaz, 2014; You et al., 2023) (Fig. 2). Por lo
general, en personas sanas presenta una forma ramificada en el soma y con
prolongaciones moviles, caracteristicas que se trasforman hacia una forma mas
redondeada, hinchada y ameboide, con numerosos y cortos apéndices cuando
se detecta una perturbacién en la homeostasis (Kwon & Koh, 2020; Paolicelli et
al., 2022). Sin embargo, estos cambios morfolégicos no conllevan ninguna
funcién determinada que permita clasificar a priori los estados de la microglia.
Asimismo, tienen capacidad de comunicacion tanto con las células residentes
del SNC como con las células inmunes periféricas que se infiltran, lo que afade
complejidad y diversidad a la red de comunicacién posible que se pueda

establecer (Paolicelli et al., 2022).

Al producirse dafio en el tejido del SNC o una infeccion, la microglia se activa,
definiendose clasicamente dos fenotipos opuestos. Uno de ellos, denominado
M2, caracterizado por la regeneracion de tejidos y neuroproteccion, ha sido
descrito durante las etapas mas tempranas del desarrollo de la ELA en
modelos animales (Guo et al., 2022). Este fenotipo se debe principalmente a la

influencia de mediadores antiinflamatorios, como el factor de crecimiento



Introduccién

transformante beta (TFG-), IL-4, IL-13 e inmunorreguladores como IL-10, y al
factor neurotrofico derivado de células gliales (GDNF). A su vez, esta reaccion
provoca la liberacion del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) por las
propias células microgliales con fenotipo M2 (Colonna & Butovsky, 2017).
Paralelamente, células T reguladoras y Th2 infiltradas en el SNC y microglia
con fenotipo M2 regularian negativamente las sefiales toxicas de estos mismos
tipos celulares en condiciones no patoldgicas (Beers et al., 2011; Gonzélez &
Pacheco, 2014).

Es de resaltar que, con el progreso de la enfermedad y la cronificacion en la
emision de sefiales de dafio por parte de las neuronas, el fenotipo de las
células gliales e inmunes cambiaria a una version opuesta (Guo et al., 2022; B.
Liao et al., 2012). Ejemplos descritos de este fenomeno son los efectos sobre
la respuesta de la microglia causados por la sobreexpresion de SOD1 mutante
(Kim et al., 2020; Xiao et al., 2007), la presencia de TDP-43 extracelular (Zhao
et al., 2015), o de agregados solubles extracelulares de TDP-43 (Leal-Lasarte
et al.,, 2017) —que actuarian como DAMPs, patrones moleculares asociados a
dafo celular-. Es de interés resaltar que esta activacion microglial puede ser
inducida por una variedad de ligandos de TLRs y otras moléculas
proinflamatorias (Colonna & Butovsky, 2017).

En este proceso, la microglia vira a un fenotipo proinflamatorio y citotoxico, que
histéricamente se ha conocido por fenotipo M1 (Kwon & Koh, 2020). Esta
neuroinflamacion se materializa generalmente por las vias de las MAPK
quinasas, NF-kB e inflamasoma NLRP3 (Masrori & Van Damme, 2020), que
promueven la generacion de los actores moleculares implicados en este
cambio fenotipico. Entre ellos, se encuentran citoquinas proinflamatorias como
IL-1B, IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interferon gamma (IFNy) y
quimioquinas, cuya produccion sostenida en el tiempo y sumada a la ocasional
incapacidad para eliminar el dafio por los astrocitos o la propia astrogliosis,
generard una mayor neurodegeneraciéon (Guo et al., 2022; Paolicelli et al.,
2022).

Paralelamente, la piroptosis depende de la activacién de la via de la caspasa-1

por inflamasomas, que resulta en un aumento de los niveles de IL-1B, IL-18 y el
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efector piroptético gasdermina D, mecanismo que se encuentra activado en la
corteza motora de modelos preclinicos de raton y pacientes de ELA, siendo
este un factor recurrente en la neurodegeneracion (Van Schoor et al., 2022).
Aunque numerosas funciones pueden ser beneficiosas para la salud neuronal,
otras como la produccién sostenida de especies reactivas de oxigeno (ROS) o
de oxido nitrico (NO) y la eliminacién de apéndices sinapticos terminan por
tener un efecto perjudicial sobre las neuronas (Block et al., 2007; Xiao et al.,

2007; You et al., 2023).
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Fig. 2. La microglia en la neurodegeneracion presenta alteradas sus funciones de
regulacién de la homeostasis en el SNC. En condiciones fisiol6gicas, la microglia ejecuta
funciones de mantenimiento como la plasticidad y remodelaciéon de la sinapsis neuronal, la
maduracion de oligodendrocitos o la limpieza del medio extracelular. Sin embargo, la alteracion
de sus funciones normales de la homeostasis y la acumulacion de sefiales proinflamatorias o
DAMPs, provocan un cambio en la microglia hacia fenotipos patoldgicos y un estado de
microgliosis, lo que se materializa en la generacion de mas mediadores proinflamatorios,
liberando factores que transforman a los astrocitos hacia un estado reactivo y tdxico, o
promoviendo la muerte neuronal, concluyendo en wuna situacion generalizada de
neurodegeneracion. Adaptado de (You et al., 2023).
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Es de destacar que, tanto los fenotipos M1 y M2 estan involucrados en la
patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, indicando la importancia
que tiene el equilibrio entre ambos fenotipos para mantener la homeostasis en
el SNC (Song & Suk, 2017). En este sentido, células de microglia aisladas de
ratones SOD1%% en un estadio temprano de la enfermedad muestran niveles
altos de marcadores M2 junto a bajos niveles de citoquinas proinflamatorias en
comparacion a ratones en estadio tardio de la enfermedad, en los que por el
contrario se observan marcadores M1 junto a niveles elevados de mediadores

proinflamatorios, sefialando un perfil neurotoxico (B. Liao et al., 2012).

En este contexto en el que la homeostasis se perturba, estudios de RNA-Seq a
nivel de célula Unica han permitido observar en modelos preclinicos murinos
qgue una fraccidon de células de microglia modifica su fenotipo hacia un estado
denominado DAM (del inglés disease-associated microglia) o MGnD (del inglés
microglial neurodegenerative phenotype) (Keren-Shaul et al., 2017; Krasemann
et al., 2017). Este estado caracteriza a la microglia por la regulacién negativa
de genes con implicacién en la homeostasis y una regulacién positiva de genes
implicados en el metabolismo de lipidos, vias lisosomales y fagocitosis (Xie et
al., 2022). Esta subpoblacién microglial se ha descrito inicialmente en modelos
preclinicos de Alzheimer, aunque se han encontrado perfiles transcripcionales
similares en modelos murinos de ELA (Chiu et al.,, 2013; Hickman, 2013;
Keren-Shaul et al., 2017).

Por lo general, se suele describir como un proceso en dos fases, donde en
primera instancia una subpoblacién de la microglia deriva hacia un estado
intermedio  independiente  del mecanismo del receptor TREMZ2,
caracterizandose por una reduccion en la expresion de genes del
mantenimiento de la homeostasis, como son Cx3crl o P2ryl2/13.
Paralelamente, aumenta la expresion de ciertos genes como Clec7a, ApoE,
Axl, Sppl, B2m y Trem2, entre otros (Keren-Shaul et al., 2017; Paolicelli et al.,
2022). El receptor TREM2 es vital para que la microglia sea capaz de sufrir una
transicion DAM, ya que sin su actividad se pierde la capacidad para responder
a estimulos que, en condiciones normales, promueven dicha transicion y
guedan atrapadas en un estado de permanente de homeostasis (Mazaheri et
al., 2017; McQuade et al., 2020).
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La segunda fase estd promovida por la expresion de Trem2, donde se ve
incrementada la expresion de genes del metabolismo de lipidos y de la
fagocitosis, como son Cst7, Lpl y CD9 (Keren-Shaul et al., 2017). Como
resultado, se obtiene un perfil de genes caracteristicos y que sirven de marca
diferencial para determinar subpoblaciones con fenotipo DAM en la microglia
(Deczkowska et al.,, 2018). De interés son los resultados de Jauregui y
colaboradores, que reportaron recientemente que existe una elevada expresion
de algunos de los marcadores del fenotipo DAM en médulas espinales de
pacientes de ELA, como son CD33 o TREM2 (Jauregui et al., 2023)

En la actualidad, se reconoce que los conceptos M1 y M2 acerca de los
fenotipos de la microglia son una simplificacion basada en perfiles extremos y
qgue no reflejan fielmente el estado inflamatorio real de las células en cada
momento (Paolicelli et al.,, 2022; Xie et al., 2022). Los ultimos estudios
muestran que verdaderamente no existe una dicotomia inamovible, sino que la
microglia se mueve en un contexto dinamico y diverso, con una influencia muy
significativa del ambiente donde conviven distintas subpoblaciones o perfiles
moleculares diferentes de la microglia (Paolicelli et al., 2022). Esto conlleva que
el espectro fenotipico de la microglia sea considerablemente amplio,
representando numerosas funciones efectoras que pueden tener reflejo en la
variedad de subtipos y etapas de desarrollo de la ELA (Tam et al., 2019; Xie et
al., 2022).

Este complejo escenario lleva a razonar que la activacion microglial conducente
a un estado inflamatorio ocurre en etapas muy tempranas de la patologia,
observandose ademds experimentalmente que los animales SOD1G%4
carentes de microglia o con la eliminacion de SOD1, ven extendida su vida
media, ademas de un progreso de la enfermedad ralentizado a pesar de portar
la mutacion (Boillée et al., 2006; Martinez-Muriana et al., 2016). Jara y
colaboradores observaron en modelos preclinicos murinos de ELA que se
produce un temprano incremento de células MCP1* en la corteza motora, muy
posiblemente microglia activada dada la morfologia y los marcadores
detectados (Jara et al., 2017). Por consiguiente, la idea de que esta
neuroinflamacion es prematura respecto a la sintomatologia, se ve asimismo

reforzada, dado que los tratamientos usados en neurodegeneracion no tienen
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capacidad de regenerar o reducir el dafo, incluso si estos son aplicados antes
del cuadro sintomatolégico (Guo et al.,, 2022). Por todo ello, el manejo
inteligente de los fenotipos de microglia gana interés como medida terapéutica
frente a terapias antiinflamatorias convencionales, que tendrian en el contexto

de la ELA unas expectativas limitadas (Song & Suk, 2017).

2.2. Sefalizacion por quinasas en
neurodegeneracion e inflamacion

2.2.1.Conceptos generales sobre proteinas

guinasas
Conocidos los protagonistas en los procesos de neurodegeneracién e

inflamacion existentes en diversas neuropatias, es también de vital interés
identificar qué lenguaje molecular usan en términos de comunicacion y
sefalizacion. Desentrafiar como las células microgliales, motoneuronas y el
resto de las células implicadas se comunican puede potencialmente ofrecer un
elevado nimero de dianas terapéuticas y/o biomarcadores de diagnéstico y
prondéstico de gran interés para el manejo clinico de la ELA. Siendo las vias de
las MAP quinasas (MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinase) una de
las rutas de sefializacién intracelular mas importantes, y participando este tipo
de enzimas en numerosas vias de sefializacion, resulta de gran relevancia ver
qué papel pueden jugar en el rol de la neuroinflamacion y degeneracion sobre
las células afectadas. Estas, junto a las fosfatasas, han sido relacionadas con
numerosas enfermedades, desde inflamaciones cronicas, a cancer o a
trastornos del SNC (da Costa et al., 2023; S. H. Lee & Suk, 2017).

Del total del genoma humano, las quinasas constituyen una gran proporcion de
las fosfotransferasas, implicadas no solo en inflamacion, sino en todo tipo de
respuestas celulares relacionadas con el crecimiento, el metabolismo, la
supervivencia, etc. (Gunosewoyo, 2017). Las proteinas quinasas, cuya
actividad enzimatica es la fosforilacion de proteinas, se clasifican tomando en
consideracion a los residuos que fosforilan en las proteinas: principalmente
encontramos un gran grupo formado por las quinasas que fosforilan residuos
de tirosinas (tirosina quinasas), y otro gran grupo formado por quinasas de

serina/treonina (serina-treonina quinasas) que fosforilan residuos del mismo
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nombre. Curiosamente, también existen proteinas quinasas menos frecuentes
que fosforilan sobre los tres residuos, presentando una actividad dual (S. H.
Lee & Suk, 2017).

2.2.2. Sefializacion por proteinas quinasas, su papel
en enfermedades neurodegenerativas e

inflamacion
Las quinasas, como reguladores protagonistas presentes virtualmente en todas

las vias de sefializacion de las células, se ofrecen como uno de los candidatos
favoritos en la desregulacion, en la aparicion y el desarrollo de la
neuroinflamacion, que finalmente conlleva la muerte de las neuronas motoras
ocurrida en ELA. Como veremos a continuacion, existe una variedad de
proteinas quinasas que han sido relacionadas con alteraciones del sistema
inmune en el contexto de la ELA, y que por tanto les dota de alto interés a la
hora de estudiar su posible eficacia como nuevas dianas terapéuticas en
modelos preclinicos o en ensayos clinicos (Garcia-Garcia et al., 2021) (Fig. 3).

Aunque la mayoria de los principios activos aprobados por la FDA como
medicamentos en lo que se refiere a la inhibicion de la actividad quinasa se
utilizan en el tratamiento del cancer, cada vez existen mas ensayos clinicos
basados en la administracion de moléculas pequefias (small molecules) con
capacidad de inhibir proteinas quinasas de interés en neurodegeneracion,
ademas de ser aptas para atravesar la barrera hematoencefalica (Garcia-
Garcia et al., 2021; Roskoski, 2023). Es por todo ello que identificar y contar
con este tipo de herramientas y dianas, descubrir nuevas interacciones y
moléculas desde la investigacion, arroja en el contexto de la ELA informacién
atil para elucidar los mecanismos moleculares subyacentes en el desarrollo y
origen de la inflamacién neurotodxica y, eventualmente, establecer el desarrollo

de tratamientos basados en las nuevas dianas terapéuticas identificadas.
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Fig. 3. Mecanismos de las principales quinasas de sefializacién implicadas en ELA en la
generacion de la neuroinflamacion en SNC. Resumen de los mecanismos modulados por las
quinasas RIPK1, TBK1, EPHA4, ROCK1/2 y GSK-3a/f8 y que juegan un papel en
neuroinflamacion, ademas de la hipétesis acerca de la implicacion de MOK. Imagen generada
mediante Biorender.com

2.2.2.1. GSK-3d/B (Glycogen synthase kinase 3)
A pesar de ser descrita inicialmente como la quinasa que fosforila a la

glucogeno sintasa, inactivandola con ello y procediendo de ahi su nombre,
actualmente se conocen mas de 50 proteinas que actian como sustrato de
GSK-3. En mamiferos, esta serina/treonina quinasa presenta dos isoformas,
una de 51 kDa denominada GSK-3a y una segunda llamada GSK-3[3 de 47
kDa la cual se encuentra muy expresada en el sistema nervioso. De hecho,
existen evidencias de que su alteracion puede provocar desérdenes como el

cancer, el Alzheimer o el Parkinson (Demuro et al., 2021).

Varios estudios muestran un aumento de los niveles de la isoforma 3, tanto
nativa como fosforilada, en el cortex frontal e hipocampo de pacientes de ELA
(Choi et al., 2020; Kihira et al., 2009; W. Yang et al., 2008), por lo que se

conjetura que podria afectar a las funciones de TDP-43 y SOD1. Del mismo
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modo, se ha correlacionado en pacientes de ELA un aumento y acumulacion
de TDP-43 fosforilado junto a mayores niveles de expresion de GSK-3j,
convirtiéndolo en un potencial marcador de la evolucion de la enfermedad
(Sreedharan et al.,, 2015). Asimismo, en modelos preclinicos de raton
transgénico de TDP-434315T se ha observado que el tratamiento con el inhibidor
competitivo de GSK-33, tideglusib, posee un efecto neuroprotector tanto in vitro
como in vivo, ademas de disminuir los niveles de TDP-43 fosforilados en la
médula espinal de los ratones (Martinez-Gonzalez et al., 2021). Por otro lado,
el uso de sales de litio, tratamiento mayoritario para el trastorno bipolar, inhibe
la actividad de GSK-3a/p reduciendo la fosforilacion de los distintos sustratos
de la quinasa, siendo éste un tratamiento cada vez mas frecuente en ensayos
clinicos de diferentes neuropatias (Gunosewoyo, 2017; King et al., 2015; Leeds
et al., 2014).

2.2.2.2. TBK1 (TANK-binding kinase 1)
Como ya se ha destacado anteriormente, las mutaciones en TBK1 juegan un

papel en la evolucion de la ELA, siendo ésta una proteina quinasa de residuos
de serinal/treonina con numerosas funciones, destacando principalmente la
regulacion de la autofagocitosis, mitofagia y la mediacion de la inflamacién de
IEN de tipo-I (Kim et al., 2020).

Gracias a dos estudios independientes realizados por Cirulli y Freischmidt, y
sus respectivos colaboradores, se identificaron mediante secuenciacion
diferentes mutaciones en la secuencia de TBK1 asociadas directamente con la
ELA (Cirulli, 2015; Freischmidt et al., 2015). Asimismo, dada su relevancia en
mecanismos de autofagia, varios estudios indican que su pérdida provoca un
incremento en la acumulacion citosélica de agregados de SOD1 en
motoneuronas de modelos preclinicos de ELA, lo cual contribuiria al desarrollo
de la neurodegeneracion y una aparicion temprana de los sintomas (Gerbino et
al., 2020; Kiriyama & Nochi, 2015). Este mecanismo, que puede venir dado por
mutaciones que disminuyen la transcripcion de TBK1 o bien por generacion de
una version truncada en el sitio activo de la proteina, termina provocando la
acumulacion de agregados proteicos dada la falta de autofagia (Oakes et al.,
2017). A pesar de no ser diana de ningun tratamiento o ensayo clinico hasta la

fecha, si que se tiene en cuenta como posible biomarcador en el caso de las
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diferentes mutaciones que puede presentar dicha proteina, permitiendo
conocer mejor los mecanismos celulares implicados en la ELA y en su

evolucion (Bagyinszky et al., 2023).

2.2.2.3. RIPK1 (Receptor-Interacting Kinase 1)
RIPK1 es un receptor de membrana que muestra un papel modulador tanto en

funciones de mediacion de la apoptosis y necrosis como en la
neuroinflamacion, gracias principalmente a su funcion como quinasa de
residuos de serinal/treonina. Curiosamente, la similitud y el solapamiento de
funciones que TBK1 y OPTN (optineurina) poseen sobre las respuestas del
sistema inmune innato o la autofagia, parecen tener un punto comun aguas
abajo de ambos ejes en la regulacion de RIPK1 (Kim et al., 2020; Mou et al.,
2022). Uno de los efectos de la reduccién de expresion de TBK1 es la falta de
inhibicion sobre RIPK1, promoviéndose un aumento de la necrosis e
inflamacion celular presente en ELA. Es importante remarcar que, aunque los
efectos de la falta de inhibicibn sobre RIPK1 coinciden con el contexto
presentado por la ELA, pocos estudios relacionan dicha quinasa directamente

con la enfermedad (Kim et al., 2020).

No obstante, aunque actualmente no se aplica en el tratamiento convencional
de la ELA, si existen ensayos clinicos donde se valoran medicamentos con
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y de inhibir a RIPK1 en
situaciones de inflamacion en el SNC y contexto de ELA. Uno de ellos,
DNL747, ha sido probado en ensayos clinicos en fase I/Ib mostrando una baja
toxicidad del compuesto y una inhibicion de RIPK1 periférica, que se cree
extensible al SNC donde residen las células diana (microglia y astrocitos)
(Mifflin et al., 2020; Vissers et al., 2022). En la actualidad, se siguen llevando a
cabo ensayos clinicos con nuevas versiones del compuesto sobre pacientes
con ELA, como en el ensayo NCT05237284 en fase Il, donde el medicamento

DNL788 se espera muestre mejores resultados que sus predecesores.

2.2.2.4. ROCK1/2 (Rho-Kinase 1/2)
La quinasa ROCK se expresa como dos proteinas homélogas, ROCK1 y

ROCK2, ambas con capacidad de fosforilar residuos de Ser/Thr, siendo la
segunda isoforma la mas frecuente en SNC (Kimura et al., 2021; Nakagawa et

al., 1996). Es conocido que ROCK en su forma activada posee numerosas
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dianas, lo que le otorga un papel como modulador de la activacion de la
microglia, provocando en ella respuestas inflamatorias tales como el aumento
de la motilidad, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
liberacion de citoquinas gracias a la propia actividad quinasa de la proteina
(Roser et al., 2017). A su vez, ROCK se regula aguas arriba por la superfamilia
Ras, siendo éstas principalmente las GTPasas RhoA y RhoC (Stankiewicz &
Linseman, 2014). Es interesante destacar que se han encontrado en pacientes
de ELA niveles altos de ROCK en tejido muscular esquelético (Conti et al.,
2014), lo cual la convierte en una posible diana terapéutica sobre la microglia y

la reduccidn de microgliosis en el contexto de la ELA (Roser et al., 2017).

En los dltimos afios se han desarrollado numerosos medicamentos que actian
como inhibidores de ROCK, que por lo general son inhibidores competitivos del
sitio de unién a ATP en la misma. Mediante la administracion de los citados
inhibidores se han realizado diversos experimentos en modelos preclinicos
murinos de ELA (SOD1%%°A) con resultados prometedores, mejorando la
supervivencia y la capacidad motora de los animales (Gunther et al., 2017;
Takata et al., 2013), lo que ha llevado a probar los farmacos fasudil e Y-27632
en pacientes de ELA, a pesar de no ser inhibidores altamente selectivos. El
primero ha sido utilizado en un ensayo clinico en fase lla en tres pacientes de
ELA, donde no se llegd a ninguna conclusion definitiva acerca de la eficacia del
tratamiento (Koch et al., 2020), pero que establecié el protocolo utilizado en
ensayos clinicos actualmente en marcha con el mismo farmaco (EudraCT-Nr.
2017-003676-31).

2.2.2.5. EPHA4 (EPH receptor A4)
EPHA4 es un miembro de la familia de receptores EPH (del inglés,

Erythropoietin-producing human hepatocellular), siendo éste un receptor con
actividad de tirosina quinasa, y que como ligando tiene tanto efrinas tipo A
como B, formando una via de comunicacion celular bidireccional. Tanto en
etapas de desarrollo neuronal como en individuos adultos posee funciones
relacionadas con la arquitectura sinaptica, siendo un regulador negativo del
crecimiento axonal y plasticidad neuronal (Coulthard et al., 2012; Van Hoecke
et al., 2012). Dichas funciones, ademas, se acompafian de una modulacion de

la inflamacion en médulas espinales dafiadas, probablemente mediante las
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vias mTOR y NF-kB (Kowalski et al., 2019). Hoecke y colaboradores,
relacionaron la expresion de EPHA4 con la supervivencia y magnitud de la
sintomatologia de modelos preclinicos de ELA, aunque no asociaron dicha
relacion a ningun polimorfismo concreto (Van Hoecke et al., 2012). De interés
son los estudios in vitro de Dennys y colaboradores, los cuales muestran una
reduccion de la degeneracion de las neuronas promovida por astrocitos
provenientes de pacientes clasificados como SOD1 de ELA-F y ELA-E
mediante el uso de antagonistas de EPHA4, y cuyos resultados estiman que
pueden ser extensibles al resto de pacientes de ELA-E (Dennys et al., 2022).
Sin embargo, existen numerosos estudios en modelos preclinicos de ELA
donde la inhibicion de la expresion de EPHA4 no mejora la funciébn motora o
supervivencia de dichos animales, aunque si muestran una cierta recuperacion
neuronal e inervacion de los apéndices neuriticos que invita a pensar en dichos
tratamientos con ASOs como potenciales herramientas terapéuticas
(Dominguez et al., 2020; Ling et al., 2018; Rué et al., 2019).

2.2.3. MAPK/MAK/MRK Overlapping Kinase (MOK).

Caracterizacion, funciones y localizacion celular
MAPK/MAK/MRK Overlapping Kinase (MOK!) (Miyata et al., 1999), también

conocida como RAGE-1 o STK30 (Numero de acceso: BAA81689), es una
Ser/Thr quinasa poco estudiada perteneciente a la superfamilia de las MAP
quinasas (MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinase) con un tamafio
de 419 aminoacidos en humanos (420 en ratén) (Miyata et al., 1999) y
considerada una MAPK atipica. En lugar de presentar una secuencia Treonina-
Aspartico-Tirosina (TDY) en el bucle de activacion, contiene un motivo
Treonina-Glutdmico-Tirosina (TEY), que requiere que esté fosforilado en los
residuos Thr'®® y Tyrl6! (bpMOK) para activar sus funciones quinasa (John,
2012; Miyata et al., 1999). La expresién del gen de MOK se ha registrado de
forma generalizada en todos los tejidos (T. Chen et al., 2013; Miyata et al.,
1999), ademas de haber sido relacionada con diferentes tipos de céancer
(Broekhuis et al.,, 2014; Cha et al.,, 2012; Qian et al., 2015) o, mas

1 En la literatura existe otra proteina denominada RAGE (del inglés Receptor for advanced
glycation end-products), la cual no guarda relacion alguna con MOK/RAGE-1/STK30.
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recientemente, en enfermedades cardiovasculares (Huang et al., 2019) o ELA
(Leal-Lasarte et al., 2017).

MOK se ha descrito localizada a nivel subcelular tanto en el citosol como en el
ndcleo en diferentes tipos celulares, siendo identificada recientemente también
en el espacio intermembrana de las mitocondrias, aunque de forma
independiente a su actividad quinasa (H. Zhang et al., 2021). No obstante, se
desconoce cuél o cudles son los sustratos a los que regula y fosforila, y qué
quinasas o fosfatasas se encuentran corriente arriba, aunque si se ha
reportado que esté implicada en la regulacion negativa del crecimiento de cilios
del epitelio renal mediante la via mTOR (Broekhuis et al., 2014). A pesar de
gue existe escasa informacion acerca de su modulacion, la regulacion por el
factor de transcripcion Cdx2 fue descrita en 2004 como responsable de la unién
a la region promotora de MOK, promoviendo su expresion en las criptas de
Lieberkihn en el epitelio intestinal (Uesaka & Kageyama, 2004).
Posteriormente, Chen y colaboradores definieron para MOK un papel en la
diferenciacion y maduracion de células intestinales, con una expresion
dinamica en el desarrollo intestinal y limitada temporalmente a 14 dias tras el
nacimiento de los ratones (T. Chen et al., 2013). Estos mismos autores
elucubran un posible papel como supresor de tumores para MOK en dichas
etapas de desarrollo y la aparicion de posibles adenomas intestinales (T. Chen
et al., 2013). También existe un estudio describe que reporta mayores niveles
de expresion del gen de MOK en células sanguineas en sujetos con
hipertension (Huang et al., 2019).

Por otro lado, Qian y sus colaboradores estudiaron la regulacion del promotor
de MOK, demostrando que la hipofosforilacion de dicha regién puede promover
la sobreexpresion de MOK en células leucémicas primarias (Qian et al., 2015).
Asimismo, resultados en la misma direccion se han observado en otro tipo de
tumores como el carcinoma hepatico, donde se ha detectado una correlacion
entre los altos niveles de ARN mensajero de MOK y la generacién de la
patologia, dotando a MOK de interés terapéutico y de un papel como
herramienta de pronostico (Cha et al., 2012). Del mismo modo en cordoma, un
tipo de tumor 6seo con origen en la columna vertebral, se ha mostrado que

MOK juega un papel en la oncogénesis, ya que el silenciamiento de la
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expresion del gen reduce significativamente el crecimiento celular en lineas
celulares del tumor (Hang et al., 2022). Respecto a su actividad de quinasa, se
predice una cierta inhibicion mediante iones de litio analoga a la comentada
anteriormente para GSK-3a/B, y mediante el mismo mecanismo gracias a la
similitud de ambas en sus sitios de union a iones de magnesio (Bravo et al.,
2019). Desde el punto de vista farmacologico, Garske junto a sus
colaboradores consiguieron la inhibicidbn especifica de MOK gracias a un
compuesto fluorometilcetonado Illamado Compl3/C13, que se vale de la
especificidad de la estructura de MOK, concretamente contra un residuo de

cisteina gatekeeper en el sitio activo virtualmente Unico (Garske et al., 2011).

Hasta 2017, la vinculacion de MOK con el sistema inmune se limitaba a
estudios en los que péptidos derivados de MOK demostraron ser capaces de
provocar una respuesta inmune mediada por linfocitos T citotoxicos tras su
exposicion por células presentadoras de antigenos (Gaugler et al., 1996;
Oehlrich et al., 2005). Sin embargo, gracias al estudio de nuestro grupo, por
primera vez se relacioné a MOK con la activacion que sufre la microglia frente
a los agregados extracelulares de TDP-43 en un contexto de ELA (Leal-Lasarte
et al., 2017). Estos experimentos demostraron que dichos agregados —que son
capaces de inducir una respuesta proinflamatoria en microglia— co-localizan en
el citoplasma junto a MOK en este modelo celular (Leal-Lasarte et al., 2017),
indicando que MOK podria tener un papel relevante en la respuesta
inflamatoria y neurodegeneracion en la ELA y otras enfermedades
relacionadas. Recientemente, se ha relacionado a MOK como posible
regulador de la apoptosis mediante la via de las caspasas en una especie de
mejillén (Cristaria plicata), donde la eliminacién de MOK aumentaba los niveles
de expresion de diferentes caspasas, citocromo C y los niveles extracelulares
de TNFa (An et al., 2022).

2.3. Familia de proteinas BET: Brd4

2.3.1.Brd4: estructuray mecanismos generales
En la célula, los genes se encuentran formando compactas estructuras

alrededor de las histonas, proteinas que pueden sufrir alteraciones

epigenéticas como son: las metilaciones, fosforilaciones o acetilaciones, que
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terminan por modificar la disponibilidad del ADN para las diferentes
maquinarias celulares. Alrededor de estas modificaciones post-traduccionales
sobre histonas, podemos encontrar tres grupos de agentes moleculares en
funcion de como se relacionan con dichos cambios epigenéticos: estos son los
“escritores”, los “borradores” y los “lectores” (Bennett et al., 2020). Alteraciones
anormales del funcionamiento de estos actores producen cambios erraticos y
modifican la expresion génica normal, degenerando en distintas patologias (N.
Wang et al., 2021).

Los bromodominios son dominios de un tamafio de unos 110 amino&cidos
altamente conservados, con implicacion en las interacciones proteina-proteina
y con capacidad de reconocer residuos de lisina acetilados en las histonas u
otras proteinas. Las proteinas que contienen estos dominios son capaces de
actuar como lectores epigenéticos de la acetilacion de histonas, lo que les
confiere funciébn para reclutar a los moduladores de la transcripcion y
elongaciéon hacia la cromatina (N. Wang et al.,, 2021). Dentro de estas
moléculas con bromodominios encontramos a la subfamilia de proteinas
llamadas BET (del inglés bromodomain and extraterminal domain), las cuales
tienen capacidad de reclutar a factores de transcripcion positivos (Y.-F. Tan,
2021). A su vez, dentro de la familia de las proteinas BET se encuentra el lector
epigenético Brd4 (del inglés bromodomain containing 4). Esta proteina se
localiza en la mayoria de los tejidos, y su importancia clinica es cada vez mayor
por su central implicacion como moduladora de sefiales y por estar involucrada
en numerosas patologias como el cancer o enfermedades que impliquen al
sistema inmune. Adicionalmente, este interés se ha visto espoleado por el
hallazgo de potentes inhibidores farmacoldgicos especificos (Ali et al., 2022;

Liang et al., 2021), como se vera mas adelante.

Brd4, cuya localizacion celular se restringe mayoritariamente al nucleo (Ali et
al., 2022), se compone de: dos bromodominios homodlogos, BD1 y BD2;
ademas de un dominio extra-terminal, ET; y un médulo C-terminal, CTM (C. Y.
Wang & Filippakopoulos, 2015). En esta conservada arquitectura, los dominios
BD1 y BD2 son responsables del reconocimiento de la marca de acetilacion en
lisinas, mientras que la region C-terminal es la encargada de la interaccion con

los factores positivos de elongacion en la transcripcion (C. Y. Wang &
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Filippakopoulos, 2015). Por lo general, la acetilacion de histonas se asocia a
genes cuya transcripcion esta activa, siendo este uno de los principales
factores a la hora de determinar la union de Brd4 a cromatina, por lo que suele
encontrarse frecuentemente en regiones promotoras o enhancers de genes al

realizar técnicas de ChIP-Seq (Dhalluin et al., 1999).

Se conoce que la union de Brd4 a las regiones promotoras resulta en el
reclutamiento de una gran cantidad de actores moleculares que facilitan y
promueven la cinética transcripcional, tales como la propia maquinaria o los
denominados super-enhancers (C. Wang et al., 2019). Junto a Brd4
interaccionan una gran cantidad de elementos a la hora de regular su actividad
como modulador de la transcripcion. En este sentido, son de vital importancia
en la regulacion de Brd4 las modificaciones post-traduccionales que éste puede
sufrir, entre las que se incluyen las fosforilaciones, hidroxilaciones,
ubiquitinaciones o isomerizaciones, regulando asi su estabilidad, abundancia y
actividad que, al verse alteradas generalmente promoveran la apariciéon de
cancer (Liang et al., 2021; Y.-F. Tan, 2021).

Entre éstas, destaca principalmente la fosforilacion en el residuo Ser#®? de
Brd4, que estaria mediado por la caseina quinasa Il (CK2), la cual es
responsable de permitir la activacion de Brd4 y promover la unién estable a
cromatina y el reclutamiento, entre otros, de p53 en su actividad como supresor
de tumores (Korb et al., 2015; Wu, 2013). Llamativamente, la actividad de la
fosfatasa 2A (PP2A) genera un interruptor molecular mediante el estado de
fosforilacion de Brd4, siendo esta dualidad CK2/PP2A critica en la regulacién
de la activacion de Brd4 (Chiang, 2016). Desgraciadamente, poco se conoce
acerca de los reguladores aguas arriba para Brd4 aparte de los nombrados,
siendo éste un interesante nicho en la investigacion de nuevas dianas con un

alto potencial terapéutico.

Respecto a sus mecanismos, Brd4 recluta a P-TEFb (del inglés positive
transcription elongation factor), un factor de transcripcion que induce la
fosforilacion de la ARN polimerasa Il, y posteriormente a la maquinaria de
elongacién. A su vez, gracias de nuevo a P-TEFb se produce la fosforilacién e

inhibicion del factor negativo de elongacion (NELF), promoviendo asi la
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transcripcion (Ali et al., 2022). En este escenario, Brd4 juega un papel en la
transcripcion regulando la interaccién con un gran complejo de mediadores que
actian como co-activadores, conformado por unas 30 subunidades diferentes.
Asimismo, gracias a la formacion de este complejo mediador se da la
interaccion de Brd4 con las formas activas de P-TEFb: CDK9 vy la ciclina T1,
reclutandolo hacia la cromatina (Bhagwat et al., 2016; Moon et al., 2005). Es de
destacar, que mientras el dominio BD2 de Brd4 interacciona y reconoce a la
ciclina T1 en la region promotora de los genes, promoviendo y manteniendo la
elongacion de la transcripcion, paralelamente la region CTM interacciona con
CDK9, que a su vez gracias a su actividad quinasa es la encargada de
fosforilar a la polimerasa, ademas de inhibir a los reguladores negativos (Q.
Zhou et al., 2012).

2.3.2.Papel de Brd4 en diversas patologias

Brd4 ha sido relacionada con numerosas enfermedades en las que una
desregulacion y disfuncion de la misma lleva a un marco patolégico, como
ocurre en la oncogénesis. Asi sucede con MYC, un protooncogén entre cuyas
funciones se encuentran la regulacion del ciclo celular, la apoptosis o la
transformacioén celular (Dang, 2012), y junto al que se ha relacionado Brd4 en
metastasis, ya que este Ultimo mantiene la expresion activa de MYC y otros
genes relacionados (C. Y. Lin, 2015). El mal funcionamiento de Brd4 se deberia
a la deslocalizacion de la secuencia de aminoacidos de su regién C-terminal,
provocando cambios estructurales terciarios en Brd4 que comprometen la
interaccion proteina-proteina (Ali et al., 2022). De igual manera, al ser Brd4 un
regulador de la remodelacion de cromatina, mantiene la cromatina y
nucleosomas compactados en condiciones normales. Por ello, su
sobreexpresién en préstata provoca un aumento en la accesibilidad de la
cromatina gracias al desplazamiento de nucleosomas y co-activando al
receptor androgeno; situacion que suele derivar en un marco de cancer de

préstata (Urbanucci et al., 2017).

El punto comun de este contexto patolégico es la expresion erratica de Brd4 y
sSu activacion constitutiva, por lo que en los ultimos afios el desarrollo de
medicamentos con capacidad para inhibir su actividad ha ganado gran

importancia en el tratamiento contra este lector epigenético. Entre los
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inhibidores mas destacables podemos encontrar a I-BET151, I-BET762, PFI-1,
OTX015 y JQ1 (Jarausch et al., 2022; C. Y. Wang & Filippakopoulos, 2015).
Estos, por lo general, se basan en la capacidad de unién a los dominios BD de
Brd4, de forma que estos compuestos mimetizan la union de las lisinas
acetiladas con los bolsillos de BD, inhibiendo también a otros miembros de la
familia BET. Por otro lado, existen inhibidores de Brd4 que promueven su
degradacion mediante el proteasoma, los llamados PROTAC (del inglés
Proteolysis-Targeting Chimeras). En esta categoria encontramos inhibidores
como dBET1, BETd-246 o MZ1 (Winter, 2016). Existe un tercer grupo que se
basa en la inhibicion por especificidad hacia los dominios BD, ya que la
evidencia cada vez mas resalta las diferencias funcionales entre ambos
dominios. En esta categoria encontramos a GSK778, el cual reconoce e inhibe
especificamente a BD1, mientras que ABBV-744 o GSKO046 tienen como
objetivo al segundo bromodominio (Faivre et al., 2020; Martella et al., 2023).
Aunque los citados inhibidores son muy eficaces y especificos para la familia
de proteinas BET, es necesario investigar nuevos medicamentos que
aumenten la ventana terapéutica en la que son Gtiles en un marco clinico.
Asimismo, otro interesante enfoque poco estudiado es el desarrollo de
farmacos que tengan como diana dominios diferentes a BD, como serian el ET
o CTM, los cuales poseen funciones indistintamente vitales e importantes que
permitirian ampliar el rango de herramientas en esta linea de tratamientos
(Liang et al., 2021).

2.3.2.1. Brd4y sus mecanismos en larespuesta
inmunitaria, neuroinflamacién y enfermedades
neurodegenerativas
Las proteinas de la familia BET juegan un papel muy significativo en las

respuestas inflamatorias mediante la promocién y activacion directa de la
transcripcion de citoquinas proinflamatorias y otros mediadores (N. Wang et al.,
2021). Aunque al suceder el dafio, esta respuesta inflamatoria asiste y facilita la
defensa y la reparacion de las heridas del tejido, su cronificacion puede llevar a
enfermedades inflamatorias, como se ha destacado anteriormente (G. Y. Chen
& Nufez, 2010). Dada su relacion con la produccién de citoquinas, Brd4 gana
interés en el contexto de enfermedades autoinflamatorias y del SNC como

posible diana para reducir los efectos de esta respuesta inmune. Como se ha
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adelantado en el apartado anterior, se han realizado numerosos avances con
los inhibidores de la familia BET en casos de inflamacion, con resultados muy
positivos en modelos preclinicos. Por ejemplo, Nicodeme y colaboradores
realizaron un estudio muy significativo en el que, usando inhibidores de la
familia BET, observaron la reduccion de mediadores proinflamatorios en
macrofagos activados in vivo, ademas de detectar una proteccion contra el
shock letal producido por LPS. Curiosamente, el uso del inhibidor no solo
impidi6 la transcripcion de un subconjunto de genes mediadores de la
inflamacion, sino que ademas la mayoria de genes restantes apenas vieron
alterada su expresion, indicando una inhibicién selectiva de genes inflamatorios
en este tipo celular (Nicodeme et al., 2010). Recientemente, Baek y
colaboradores han observado resultados similares en lineas microgliales,
poniendo de manifiesto una importante inhibicion de genes inflamatorios
dependientes de Brd4 bajo estimulos por LPS en combinacibn con sus
inhibidores, ademéas de ver alterada su motilidad y capacidad de atraccion
hasta las zonas dafiadas (Baek et al., 2021). Bajo este contexto, los inhibidores
de BET regulan negativamente a citoquinas proinflamatorias como son IL-17 o
GM-CSF, mientras que aumentan la produccion de mediadores
antiinflamatorios como LAG3, IL-10 o EGR2 en linfocitos T colaboradores
(DeMars et al., 2018). Desde otro enfoque, se ha observado una funcién de
Brd4 como modulador del splicing alternativo del ARN de genes inflamatorios
clave, como IFRD1 o XBP1l (del inglés Interferon-related Developmental
Regulator 1 y X-Box Binding Protein 1, respectivamente), frente a una infeccion

virica por vias aéreas (Mann et al., 2023).

En la practica, se han realizado estudios relevantes acerca del papel de Brd4
en enfermedades del SNC, observandose un importante beneficio funcional del
uso de inhibidores de la familia BET en modelos de isquemia cerebral, tanto en
el alcance de los infartos como en los déficits sufridos por las neuronas, gracias
a la regulacion inflamatoria y de vias NF-kB (DeMars et al., 2019; Y. Zhou et
al., 2019). Este efecto estaria facilitado por la reduccion de mediadores
proinflamatorios cerebrales como TNFa, CCL2, CXCL1 o CXCL10. De hecho,
en modelo isquémico de rata, y tras 24 horas de dafio, los animales tratados

con el inhibidor JQ1 mostraban un menor déficit neurolégico y magnitud del
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infarto, ademas de una atenuacion en la expresion de mediadores
proinflamatorios como IL-1B, IL-6 o TNFa (L. Liu et al., 2021). Es interesante
destacar que, en modelos preclinicos se ha observado como JQ1 reduce
significativamente los niveles de NF-kB p65 en el nucleo, aumentando los del
inhibidor IkB en dicho contexto (Y. Zhou et al., 2019). Por mecanismos
alternativos mediante el eje MAPK-Mnk1/2-elF4E, y gracias a ratones knockout
condicionales de Brd4, se ha demostrado el papel de Brd4 en la respuesta
inmune innata, ya que dichos animales ganaban una resistencia a estimulos
por LPS a la vez que eran mas susceptibles a infecciones bacterianas. Los
macrofagos de estos animales veian reducida significativamente la expresion
de genes de la respuesta inflamatoria mediada por TLRs, tales como
citoquinas, ademas de un aumento de los niveles del inhibidor de la via NF-kB,
IkBa, mediante el citado eje (Bao et al., 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, al ocurrir un dafio y generarse una
respuesta inflamatoria, dicha respuesta inmune puede aumentar las
consecuencias de un dafio secundario mas alla del deterioro original. Terapias
dirigidas contra la familia BET reducen drasticamente los niveles de
moduladores proinflamatorios y el reclutamiento de células inmunes al tejido
lesionado 3 dias tras el dafio en la médula espinal de ratdén, aunque sin
beneficio en la contencién del area dafiada o recuperacion de las funciones
motoras (Rudman et al., 2018; J. Wang et al.,, 2019). Curiosamente, el
tratamiento con JQ1 mantenido en el tiempo, unos 28 dias tras el dafio, ayuda
en la reduccion de la activacion de microglia y del resto de macréfagos
(Sanchez-Ventura et al., 2019).

Por otro lado, también se ha encontrado beneficio en el uso de estos
inhibidores en patologias como la esclerosis multiple (EM) y el Alzheimer. En
modelos de ratdn de EM se ha observado que el uso de I-BET-762 inhibe la
capacidad de los linfocitos T colaboradores para inducir la neuroinflamacion en
fases tempranas de la enfermedad (Bandukwala et al., 2012) mientras que
otros inhibidores, como I|-BET151 reducen la aparicibn de los primeros
sintomas (Barrett et al., 2014). Chen y colaboradores ponen a Brd4 en la diana
para el tratamiento de la EM gracias a la aplicaciéon de un compuesto dirigido al

dominio BD1, logrando una reduccién de la expresiéon de transcritos de
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citoquinas proinflamatorias en modelos murinos (X. Chen et al.,, 2024).
Asimismo, en modelos de ratén de Alzheimer se ha observado, ademas de los
efectos antiinflamatorios ya citados de JQ1, una reduccion de la fosforilacion de
la proteina tau en el cértex frontal e hipocampo de dichos animales (Magistri et
al., 2016).

En estudios recientes, se ha comenzado a poner en valor el uso de inhibidores
de la familia BET como herramienta molecular para la ELA. Asi, por ejemplo, se
ha encontrado que la acumulacion nuclear peptidica debida a la repeticion del
hexanucleétido, en concreto por la repeticion de residuos arginina, provoca un
efecto téxico en modelos C9orf72 (Mizielinska et al., 2014; Wen et al., 2014).
Este fendmeno toxico se ve reducido mediante el tratamiento con JQ1 e I-BET-
762 en lineas celulares expuestas a estos péptidos, provocando la
relocalizacion citoplasmica de los polipéptidos, con un efecto protector. Sin
embargo, este mecanismo no se ha observado en células gliales o neuronales
(M. Chen et al., 2024). Desde el punto de vista de ELA, se ha observado que el
uso de ciertas estrategias que conlleven un aumento en la expresion de
C9orf72 nativo resultan beneficiosas en dicho contexto neuropatolégico
(Bennett et al., 2020; Meijboom & Brown, 2022). Con esta idea, Zeier y sus
colaboradores mostraron que dicho aumento era posible usando inhibidores de
BET en motoneuronas del modelo C9/ALS (Zeier et al., 2015). Recientemente,
se ha observado que el inhibidor de Brd4, PFI-1, induce en el modelo C9/ALS
las variantes transcritas mutantes de C9orf72, facilitando la formacion de
agregados de ARN nucleares y evitando con ello la acumulacién de agregados
peptidicos mediante el secuestro de ARN portando la repeticion del

hexanucleétido, con un efecto neuroprotector (Quezada et al.,, 2021).
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3.0Dbjetivos

Los objetivos de esta tesis doctoral son:
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Identificar si la quinasa MOK juega un papel en la modulacion de las
respuestas inflamatorias desencadenadas en el modelo de agregacion
de TDP-43 y estimulacién proinflamatoria, asi como evaluar el efecto del
compuesto C13 en cultivos primarios de microglia.

Caracterizar el fenotipo inmunolégico inducido por estimulacion
proinflamatoria de células microgliales bajo la inhibiciébn o ablacion de
MOK.

Conocer vias de sefializacion moduladas por MOK de los que forma
parte como regulador en la respuesta inmune en microglia.

Estudiar el impacto de MOK en los niveles de pBrd4s¢°2 y de unién de
Brd4 a promotores de citoquinas, en la respuesta inflamatoria de
microglia.

Analizar el eje bpMOK-pBrd4s¢92y encontrar posibles alteraciones bajo
estimulos inflamatorios en cultivos organotipicos de médulas espinales
de animales SOD1 frente a animales silvestres.

Identificar si MOK se encuentra alterado en tejido del SNC, en modelos
preclinicos de raton y pacientes de ELA.

Evaluar el impacto de la administracion de C13 in vivo en ratones
SOD1%%A en el transcurso de la enfermedad y determinar los efectos en

el desarrollo de la neuroinflamacion.
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4.Materiales y métodos

4.1.Mantenimiento y tratamientos de los cultivos de lineas celulares

Las lineas celulares semiadherentes de SIM-A9 silvestres (ATCC CRL-3265),
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC), fueron mantenidas
en medio DMEM-F12 (D6421, Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS) (Gibco), 5% de suero de caballo (HS) (Gibco), 2 mM de L-
glutamina (Thermo Fisher), 100 U/mL de penicilina (Thermo Fisher) y 100
pg/mL de estreptomicina (Thermo Fisher) en condiciones de 37 °C, 5% CO:zy
saturacion de humedad. Cada 48 horas o al alcanzar la confluencia de los
cultivos, se procedio a realizar un pase, que consistié en un paso de lavado con
PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM, KH2PO4, pH 7.3)
seguido de tripsina-EDTA 0,05% (Gibco) durante 5 minutos a 37 °C, se
recogieron las células con DMEM-F12 suplementado y fueron centrifugadas a
400 x g por 5 minutos. Finalmente, se retird el sobrenadante y el pellet de
células fue resuspendido en DMEM-F12 suplementado hasta la concentracion
celular necesaria para la siembra de mantenimiento en frascos de cultivo o

experimentos en placas.

Las estimulaciones con lipopolisacéaridos bacterianos (LPS) de Escherichia coli
(L3137, Sigma-Aldrich) se realizaron a diferentes tiempos de 1, 4, 5, 16 y 24
horas dependiendo de las necesidades experimentales y a una concentracion
final estandar de 1 pg/mL previa dilucion de un stock concentrado 1000X en
agua estéril bidestilada. Los tratamientos previos a LPS con el inhibidor de
Brd4 (+)-JQ1 (SML1524, Sigma-Aldrich), (-)-JQ1 (SML1525, Sigma-Aldrich) o
con el inhibidor especifico de MOK Comp13/C13 (cedido por el laboratorio del
Profesor Kevan Shokat, UCSF, EE. UU.) se diluyeron en DMSO y se usaron a
una concentracion final de 10 uM durante 1 hora. En los experimentos donde
fuese necesario el uso de reactivos disueltos en DMSO, las condiciones
experimentales de control se usé una concentracion similar de DMSO para

simular la posible toxicidad del vehiculo.

La linea celular de motoneuronas NSC-34 (CLU140, Cedarlane) fue mantenida
en cultivo en medio DMEM (D5768, Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de
FBS, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 upg/mL de
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estreptomicina en condiciones de 37 °C, 5% CO: y saturacion de humedad. El
mantenimiento de la linea NSC-34 siguio el mismo protocolo de trabajo que la
linea SIM-A9, con la variacion de uso de rascador debido a su adherencia.
Para la diferenciacion celular de la linea el medio usado fue DMEM-F12
(D6421, Sigma-Aldrich) suplementado con antibioticos como anteriormente se
ha descrito, y con la reduccion a 1% de FBS y la adicién de 1% de aminoacidos
no esenciales (Gibco). Tras un periodo de una semana en condiciones de
diferenciacion, se sembraron en placas de 96 pocillos para ser estimuladas con
dosis crecientes de glutamato monosoédico (G5889, Sigma-Aldrich) o MG132

como control de muerte (J63250-M).
4.2.Generacion de clones SIM-A9 MOK-KO

Los clones MOK knock-out de SIM-A9 fueron generados mediante ingenieria
CRISPR/Cas9 por Synthego al igual que el control de calidad de los knock-out.
Las mutaciones disefladas y esperadas fueron confirmadas en nuestro
laboratorio por secuenciacién Sanger y validados por Western blot y RT-gPCR
contra la proteina MOK o0 sus transcritos, respectivamente. Las condiciones de
cultivo y el mantenimiento de los clones MOK-KO fueron similares a las
descritas para las SIM-A9 silvestres.

4.3.Preparacién y tratamiento de agregados de TDP-43

Los agregados de TDP-43 y agregados sefiuelo (Sham) fueron generados
purificando la fraccion de los cuerpos de inclusién sobreexpresada gracias a un
plasmido con la proteina de fusion TDP-43-Hiss (cedido por el laboratorio del
profesor Yoshiaki Furukawa, departamento de Quimica, Universidad de Keio,
Japdn) o el vector vacio, respectivamente, en bacterias quimiocompetentes E.
coli de la cepa BL21(DE3) como se ha descrito anteriormente, al igual que la
caracterizacion in vitro de los agregados de TDP-43 (Leal-Lasarte et al., 2017).
Tanto células de la linea SIM-A9 como microglia primaria fueron pretratadas
con C13 o DMSO (como se ha descrito anteriormente) a una concentracion
final de 10 uM durante 1 hora, tras las que se estimularon con 5 pg/mL de
agregados de TDP-43 o agregados sefiuelo en medio complementado con 10
pg/mL de polimixina B (Sigma-Aldrich) por 4 horas o toda la noche. Los
sobrenadantes se retiraron para la medicion de IL-18 e IL-18 por ELISA o
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Western blot, respectivamente, y las células fueron lisadas para la
determinacién de niveles de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

por Western blot como control de carga, como se describe a continuacion.

4.4.Generacion de medios condicionados por lineas microgliales SIM-
A9

Para la generacion de medios condicionados por los clones de microglia SIM-
A9 silvestre y MOK-KO se estimularon cultivos de dichas lineas con LPS o
control como se ha descrito durante 16 horas, tras las que pasado el tiempo se
tomo el sobrenadante, se centrifugd 500 x g durante 5 minutos para eliminar la
fraccion celular. Dichos sobrenadantes condicionados se guardaron a -20 °C
para la posterior mediciébn de sus niveles de citoquinas y uso en cultivo de
motoneuronas en un plazo de tiempo menor al mes. Durante todo el proceso se

mantuvo la esterilidad de los medios condicionados.

4.5.Aislamiento y mantenimiento de cultivo de motoneuronas

primarias de embriones de ratdn

Para la obtencion cultivos puros de motoneuronas primarias se tomaron
embriones de ratén de 12,5 dias de edad que fueron extraidos de ratonas
prefiadas de la cepa FVB (Centro de Experimentacion Animal Oscar Pintado,
Universidad de Seuvilla, Sevilla, Espafia). Se anestesio y sacrificd a los ratones
y los embriones fueron extraidos del Utero y depositados en una placa de Petri
con medio salino casero (135 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 22 mM D-glucosa, 25 mM
HEPES pH 7.5, 10 U/mL de penicilina y 10 pg/mL de estreptomicina, y pH
ajustado a 7.4) sobre hielo. Para la extraccion de las médulas espinales se
colocaron los embriones dejando la seccion dorsal hacia arriba y fijandolos con
ayuda de agujas sobre una superficie blanda. Posteriormente, se decapitaron y
se eliminé la cola de los embriones para facilitar su manipulacion y
recolocacion en caso de ser necesario. Con ayuda de unas tijeras finas, se
realizo una escision rostro-caudal en la parte dorsal que permite la observacion
directa de la médula espinal. Con ayuda de pinzas finas, la médula se fue
liberando hasta finalmente escindirla del resto del cuerpo, tal y como muestra la
figura (Fig. 4). Tras aislar las médulas espinales, se eliminaron

cuidadosamente las meninges con ayuda de las pinzas finas y seguidamente
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se fragmentaron en 3 6 4 porciones para facilitar la digestion. Las médulas
espinales fragmentadas fueron depositadas en un tubo con medio salino

casero frio para preservar la mayor viabilidad posible mientras se procesan el
resto de las médulas.
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Fig. 4. Procedimiento del procedimiento de diseccion y aislamiento de médulas
espinales a partir de embriones de ratén. Una vez inmovilizado el embrién con agujas y
dejando a la vista la parte dorsal, se realiza una escision rostro-caudal que permite la
visualizacion directa de la médula (A y B). Posteriormente con ayuda de pinzas se va liberando

la médula del resto del cuerpo (C, D y E) hasta liberarla completamente, retirando finalmente
las meninges (F).

Una vez todas las médulas espinales fueron extraidas y fragmentadas, se
realizaron dos lavados con medio salino y seguidamente se realizé un paso de
tripsina-EDTA 0,25% diluida diez veces en medio salino (concentracion final
0,025%) durante 10 minutos con agitacion cada 2 minutos a 37 °C. Tras esta
incubacion, las médulas fueron trasferidas a un nuevo tubo que contiene 800
puL de medio L15 suplementado (20 mM D-glucosa, 100 U/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina, 1% de suplemento N2 (Thermo Fisher) y 2% HS)
y 100 pL de albumina sérica bovina (BSA) al 4% en PBS a las que
seguidamente se les afladié 100 uL de ADNasa (200 U total). Tras ello, se
agitaron los tubos vigorosamente con la mano durante 2 minutos Yy

posteriormente se aspird y expulso todo el contenido de los tubos con la pipeta
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P1000 cuatro veces, tras lo cual se dejo decantar los fragmentos de médula no
homogenizados por 2 minutos. Pasado este tiempo, se transfiri6 a un tubo
nuevo la suspension homogénea de células disociadas para repetir un nuevo
paso de disgregacion enzimética con ADNasa de los fragmentos no digeridos.
Para ello, a los fragmentos sin disociar se les afiadio nuevamente 900 pL de
L15 suplementado como se ha descrito anteriormente y 100 uL BSA al 4%,
pero esta vez con 40 U de ADNasa, sin repetir el paso de agitacion y
pipeteando nueve veces los fragmentos restantes. Se transfirio de nuevo el
volumen que contiene la suspensidn celular y este paso se repitié en caso de
no lograrse la digestion completa de los fragmentos de médulas espinales.
Posteriormente, bajo la suspension celular se deposité un volumen de 4 mL de
BSA al 4% en PBS, generando un gradiente BSA-suspension celular, el cual al
centrifugar a 200 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente permitio limpiar
la suspension celular y generar un pellet, que seguidamente fue resuspendido
en 1 mL de L15 suplementado una vez aspirado el sobrenadante. Finalmente,
este volumen de suspension celular se deposité cuidadosamente sobre 4 mL
del gradiente de separacion formado por una dilucién 1:8 de OptiPrep (D1556,
StemCell) en medio DMEM no suplementado (31053-028, Sigma-Aldrich).
Posteriormente se procedid a centrifugar a 520 x g durante 10 minutos
reduciendo la aceleracion y deceleracibn a 4 y 3 puntos sobre 10,
respectivamente, y a temperatura ambiente. Tras este paso, se recupero la
interfase enriquecida en motoneuronas formada entre el gradiente OptiPrep vy el

sobrenadante del medio superior como ejemplifica la figura (Fig. 5).
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Fig. 5. Separacion para el aislamiento de motoneuronas primarias tras centrifugacion en
gradiente de densidad. Tras el paso de centrifugacion, las motoneuronas, de mayor tamafio y
menor densidad que el resto de células, no son capaces de superar el gradiente y quedan
formando una interfase de apariencia blanquecina rica en este tipo celular. Las células no
neuronales son capaces de sobrepasar este gradiente y formar un pellet al final del tubo.

La suspension celular se diluyé hasta la concentracion necesaria para los
experimentos en medio Neurobasal (21103049, Gibco) suplementado con 5%
HS, 2% de suplemento B-27 (17504044, Gibco), 0,5 mM L-glutamina, 50 uM -
mercaptoetanol (Thermo Fisher), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 10 ng/mL de factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
(PeproTech), 10 ng/mL de factor neurotrofico ciliar (CNTF) (PeproTech), 10
ng/mL de factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) (PeproTech) y
10 ng/mL de factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (PeproTech). 24 horas
tras la siembra, se realizO un cambio de medio al 50% afiadiendo medio
Neurobasal fresco suplementado como se ha descrito, ademas del inhibidor de
crecimiento citarabina (Thermo Fisher) 2 uM final, evitando la proliferacién de
otros tipos celulares no neuronales. Tras 24 horas de la adicion de la citarabina,
se procedié a un nuevo cambio de medio al 100% por nuevo Neurobasal fresco

suplementado para retirar los restos del inhibidor.

Para la siembra de las motoneuronas y obtener una correcta generacion de
apéndices neuriticos y una adherencia efectiva, es necesario el previo
tratamiento de las placas de cultivo. Para ello, las placas fueron tratadas antes
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de sembrar con 35 pug/mL de poli-DL-ornitina (Sigma-Aldrich) diluida en una
solucion de 150 mM tetraborato sédico y 150 mM acido borico a pH 8.3 durante
al menos 4 horas. Tras este primer tratamiento de las placas, el volumen fue
aspirado y los pocillos lavados 3 veces con agua bidestilada estéril y se dejo
secar completamente antes del segundo tratamiento. Tras este paso, se
afiadieron 3,8 upg/mL de laminina (Sigma-Aldrich) diluida en L15 sin
suplementar y se incub6 durante al menos 1 hora a 37 °C, volumen el cual fue

retirado justo antes de sembrar las motoneuronas sin dejar secar.

Para comprobar la pureza de los cultivos de motoneuronas primarias y la
eficiencia del protocolo, se realizé inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-
ISLET1 (#38866, SAB) (Tabla 3) especifico para un factor de transcripcion

presente s6lo en motoneuronas en etapas embrionarias.

4.6.Ensayos de medios condicionados por lineas microgliales SIM-A9

sobre cultivos de motoneuronas primarias

Se tomaron cultivos primarios de motoneuronas puras tras 5 dias en cultivo a
los que se les realiz6 un cambio de medio completo por un 50% de medio
Neurobasal suplementado y fresco con una concentraciéon 2X de factores
troficos (BDNF, CNTF, GDNF y HGF) y 50% medio condicionado por lineas

microgliales SIM-A9 anteriormente descrito.
4.7.Aislamiento de microglia primaria de neonatos de ratén

Para los cultivos de microglia primaria puros se tomaron de 12 a 16 neonatos
de 1-3 dias de edad de la cepa C57BL/6 (Centro de Experimentacion Animal
Oscar Pintado, Universidad de Sevilla, Sevilla, Espafia). Tras el sacrificio, se
tomaron los encéfalos y se les eliminé el cerebelo, bulbo olfatorio y las
meninges con pinzas sobre HBSS frio (Thermo Fisher) (Fig. 6). Seguidamente,
se procedio a la digestion de los cerebros con tripsina-EDTA 0,25% durante 15
minutos a 37 °C. La reaccion fue detenida afiadiendo un volumen igual de
DMEM-F12 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% FBS, 2 mM de L-
glutamina, 10 mM de aminoacidos no esenciales (Gibco), 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 100 U/mL de ADNasa y agitando
unos minutos hasta la eliminacion de grandes fragmentos de cerebro. La

suspension resultante fue transferida a un tubo nuevo a través de un filtro con
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tamafio de poro de 70 um para evitar el paso de fragmentos sin digerir.
Posteriormente se centrifugd a 500 x g durante 5 minutos. Dicho pellet,
conformado por una suspension mixta de células gliales, fue resuspendido en
medio DMEM-F12 suplementado como se ha descrito (sin ADNasa) y
sembrado en cuatro placas de seis pocillos previamente tratadas durante 2
horas con 100 pug/mL de poli-D-lisina. Se realiz6 cambio de medio por medio

completo fresco 2 veces por semana.
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Fig. 6. Diseccién realizada sobre cerebros de ratones neonatos para la preparacién de
cultivos de microglia primaria. Una vez extraido el encéfalo, se coloc6 sobre HBSS frio, y
mediante el instrumental adecuado se retiré el cerebelo, bulbos olfatorios y las meninges,
dejando el cerebro totalmente limpio.

Tras la formacion de una monocapa de células gliales mixtas confluyente que
cubriese la totalidad del pocillo, aproximadamente 4 semanas tras la siembra,
se procedio a aislar células microgliales del cultivo mixto. Para ello, se retiraron
y guardaron los sobrenadantes y se realizO un lavado con DMEM sin
suplementar, posteriormente se realizé6 un paso de tripsinizacién suave al
0,015% durante 20-45 minutos a 37 °C hasta lograr retirar el resto de las
células no microgliales, como astrocitos u oligodendrocitos. Posteriormente se
aspiré el sobrenadante de células desprendidas y se realizé un lavado con
PBS. Seguidamente se afiadié acutasa (StemPro) y se incubd 15 minutos a 37
°C. Finalmente se procedi6 a levantar las células de los pocillos con ayuda de
un rascador para transferir la suspension celular a un tubo y se centrifugo a 500

X g durante 5 minutos. El pellet fue resuspendido en el medio guardado
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previamente junto a un 50% de medio fresco y sembradas en placas de 12
pocillos a una densidad de 120.000 células por pocillo durante 72 horas antes

de realizar cualquier tratamiento.
4.8.Generacién de cultivos organotipicos y tratamientos

Los cultivos organotipicos fueron generados a partir de regiones lumbares de
médulas espinales de ratones macho de 4 semanas de edad de la cepa
C57BL/6. Tras anestesiar, los ratones fueron perfundidos con 10 mL de PBS
seguido de 10 mL de buffer de extraccion KREBS frio (126 mM NaCl, 2,5 mM
KCI, 1,2 mM NaH2POa4, 1,2 mM MgClz, 2,1 mM CaClz, 72 mM NaHCOs, 1,8 g/L
D-glucosa, 0,1 M HEPES, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina). Tras ello, las secciones lumbares de las médulas espinales
fueron escindidas del cuerpo y depositadas en KREBS frio. Las médulas se
colocaron en agarosa al 4% a 37 °C y se cortaron en secciones transversales
de 250 ym con una cuchilla vibratoria (VT1000S, Leica Biosystems, Nussloch,
Alemania) a 75 Hz y a una velocidad de 0,1 mm/segundo. Los cortes se
mantuvieron en cultivo con un medio compuesto por 50% (v/v) de Medio
Minimo Esencial (MEM) (Sigma-Aldrich) suplementado con 25 mM HEPES
(Sigma-Aldrich), 25% de HS, 2 mM de L-glutamina, y 25% de HBSS
suplementado con 25,6 mg/mL de glucosa con un pH final de 7.2. Los cortes se
mantuvieron a 37 °C en atmosfera de 5% de CO: y saturacion de humedad.
Los cultivos se dejaron estabilizar los primeros cuatro dias, y posteriormente el
medio cambiado cada 3 dias. Tras una semana, se realizaron los estimulos con
LPS o control como se ha descrito durante 16 horas. Tras este periodo, se
guardaron los sobrenadantes como se ha descrito para posteriormente
confirmar la correcta estimulacion por ELISA de la interleuquina IL-6. Tras los
ensayos y confirmadas las respuestas a los estimulos, se procedié a realizar

inmunofluorescencias a los cortes como se describe mas adelante.

4.9.Determinacion de viabilidad por ensayo de MTT de lineas celulares
NSC-34

Para valorar la viabilidad celular de la linea NSC-34 se utilizo el kit de
proliferacion celular basado en la reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5,-difenil tetrazolio (MTT) (#11465007001, Roche) el cual permite medir
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la transformaciéon de la sal de tetrazolio a MTT gracias al metabolismo de las
células activas. Siguiendo las indicaciones del fabricante, se sembraron
1,5x10% células por pocillo en placas de 96 pocillos y se dejaron crecer como
se ha indicado. Tras finalizar el estimulo requerido por los experimentos, se
procedio a afadir 10 pL del reactivo salino marcador a cada pocillo y se dejo
incubar a 37 °C durante 4 horas para permitir la generacion de MTT. Tras esta
incubacion se afadieron 100 pL del reactivo de solubilizacion y se procedio a
una nueva incubacion a 37 °C durante 16 horas. Tras este tiempo, el color
purpura generado fue analizado en un lector de microplacas Varioskan (Themo
Fisher) a una longitud de onda entre 550 y 600 nm formando una relacion
directamente proporcional de la viabilidad celular respecto a la generacion de
color y tomando los controles experimentales como el 100% de viabilidad

celular.

4.10. Ensayos de viabilidad de motoneuronas primarias de
embriones de raton con medios condicionados de microglia por

microscopia de cribado de alta eficiencia

Se realizaron ensayos de viabilidad celular usando el kit de valoracion de
viabilidad LIVE/DEAD (Invitrogen) por fluorescencia en un microscopio de
cribado de alto rendimiento. Este kit tifie las células vivas gracias a la actividad
esterasa por la que las células son capaces de metabolizar el precursor no
fluorescente de la calceina y generar color verde. Por otro lado, la membrana
plasmética de las células necréticas se vuelve permeable y permite el paso del
homodimero de etidio 1 el cual se une a acidos nucleicos generando color rojo.
Se sembraron motoneuronas primarias de raton en placas de 96 pocillos
(Nunc) compatibles con el equipo de visualizaciéon a una densidad de 1,5x104

por pocillo.

Al terminar los tiempos de estimulacion con medios condicionados sobre las
motoneuronas y siguiendo las recomendaciones del fabricante, se retiré el
medio de cultivo y se afiadieron a cada pocillo los reactivos colorantes del kit
diluidos en PBS para ser incubados durante 5 minutos a 37 °C. Pasado el
tiempo de incubacién, se tomaron 16 campos de imagenes por cada pocillo con
el microscopio de escrutinio masivo confocal IMAGEXPRESS MICRO SYSTEM
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(Molecular Devices) a longitudes de onda de excitacion/emisiéon de 494/517 nm

para el verde y 528/617 nm para el rojo.

Los resultados de las iméagenes fueron analizados mediante el programa
MetaExpress, el cual permite contabilizar el niamero de células muertas

(marcadas en rojo) presentes en un area determinada del pocillo.
4.11. Inmunofluorescencia de cultivos celulares

Para los ensayos de inmunofluorescencia, se utilizaron células SIM-A9, cultivos
de microglia primaria puros o motoneuronas primarias obtenidos como se ha
descrito anteriormente, excepto que, en este caso, los cultivos se sembraron en
cubreobjetos de vidrio pretratados como corresponde a cada tipo celular
primario. Para el proceso de inmunomarcaje, tras terminar los tiempos
requeridos por los experimentos, los cultivos se fijaron en PBS frio que
contenia un 4% de paraformaldehido (Sigma-Aldrich) durante 20 minutos a 4
°C, que luego se lavaron con PBS antes de ser permeabilizados y los sitios
inespecificos bloqueados con una solucion de bloqueo que contenia un 0,5%
(v/v) de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) y un 3% de BSA en PBS (buffer de
blogueo) durante 1 hora a 4 °C. Tras este tiempo, las células se incubaron
durante la noche a 4 °C con los diferentes anticuerpos primarios (Tabla 3)
diluidos en buffer de bloqueo. Tras lavar con PBS, las células se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad con su correspondiente
anticuerpo secundario conjugado a fluoréforo (Tabla 4) diluido en buffer de
bloqueo nuevamente. Después de 3 lavados con PBS, los nucleos se tifieron
con 1 ug/mL de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich) en PBS
durante 5 minutos a temperatura ambiente para la correcta contra tincion de los
ndcleos. Finalmente, los cubreobjetos se depositaron sobre un portaobjetos en
el que previamente habia sido colocada una gota de medio de montaje (H-
1000, VectaShield).

Las imagenes de fluorescencia se capturaron con un microscopio de
epifluorescencia (DM6000B; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) o un
microscopio de escaneo laser confocal (Confocal Lase Scanning Microscope
TCS SP5; Leica Microsystems). Las imagenes de fluorescencia se tomaron a
una magnificacion de 63X en 10 campos elegidos al azar.
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4.12. Inmunohistoquimica (IHC)

Tanto los ensayos de inmunohistoquimica (IHC) como los andlisis posteriores
fueron realizados bajo doble ciego. Fragmentos previamente fijados de la
region lumbar de las médulas espinales de ratones Tg™P43 o ratones silvestres
y cortes de pacientes diagnosticados con ELA-E o pacientes sanos, fueron
embebidos en parafina y seccionados en rodajas de 10 um de grosor. Tras
desparafinar, los cortes fueron incubados en buffer de citrato 1X (#C9999,
Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a 95 °C para desenmascarar los epitopos.
Seguidamente, se realiz6 una incubacion con 3% de H20:2 (p/v) para inhibir la
actividad peroxidasa enddgena. Tras ello, los cortes fueron incubados con 1%
de BSA para bloquear lugares inespecificos durante una hora a temperatura
ambiente. Tras este tiempo, se realiz6 la incubacién con el anticuerpo primario
anti-bpMOK (pThrl159+pTyrl61, #SPC-1030, StressMarq) (Tabla 3) durante
toda la noche. Tras la incubacion, las muestras fueron lavadas con PBS e
incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado apropiado y seguidamente
incubadas con el complejo avidina-biotina siguiendo las recomendaciones del
fabricante (Vectastain ABC-HRP Kit, Peroxidase-Rabbit 1gG, Vector
Laboratories, EE. UU.). Finalmente, los cortes fueron tratados con el sustrato
cromdgeno diaminobencidina-niquel (DAB-nickel, Vector Laboratories) y
visualizadas bajo un microscopio Leica DM6000B con el que se tomaron

imagenes a una magnificacion 40X.
4.13. Inmunofluorescencia de cultivos organotipicos

El protocolo de inmunofluorescencia de cultivos organotipicos fue similar al
aplicado para inmunofluorescencia de cultivos celulares, pero con ligeros
cambios. Tras los tiempos de estimulacion pertinentes, los cultivos
organotipicos se fijaron durante 3 horas a 4 °C, tiempo tras el cual se
bloquearon con 5% de suero de burro y 0,5% (v/v) de Triton X-100. Tras ello, se
incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 3) diluidos en
el mismo buffer de bloqueo. Tras este tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS
con 0,2% de Tween-20 y se incubaron con el anticuerpo secundario
fluorescente apropiado (Tabla 4) diluido en PBS con 1% de suero de burro y
0,5% de Triton X-100 por 2 horas en oscuridad y a temperatura ambiente. Los

nucleos celulares fueron teflidos con DAPI diluido en PBS durante 15 minutos a
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temperatura ambiente, montados en portaobjetos como se ha descrito para las
inmunofluorescencias de cultivos celulares y visualizados en un microscopio

confocal como se ha referenciado.
4.14. Determinacion de citoquinas mediante ELISA

Los cultivos de microglia primaria o células SIM-A9 fueron estimulados como
se describié anteriormente. Tras el tiempo estimado para cada citoquina o
experimento, los sobrenadantes de cultivo recolectados se centrifugaron a 500
X g durante 5 minutos a 4 °C, se recuperaron los sobrenadantes libres de
células y se almacenaron a -20 °C hasta la determinacién de citoquinas. Los
niveles de IL-6 (#555240), TNFa (#555268) e IFNB (#559603) se determinaron
con el kit correspondiente de ELISA BD OptEIA™ para raton (BD Biosciences).
Para la cuantificacion de IL-1a (#DY400-05) se utilizo el kit de DuoSet®. Todas
las cuantificaciones de citoquinas se realizaron siguiendo los protocolos del
fabricante y se utiliz6 un lector de placas Varioskan para realizar las

mediciones.
4.15. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChliP)

Los clones de SIM-A9 control y MOK-KO fueron sembrados en placas de Petri
de 100 mm de diametro hasta alcanzar el 80% de confluencia para cada
condicién experimental. Tras realizar las estimulaciones experimentales, a los
cultivos se le afiadio formaldehido (Sigma-Aldrich) a una concentracion final del
1% en buffer de crosslinking (Tabla 5) para fijar las uniones proteina-ADN
durante 10 minutos a 37 °C. Tras este tiempo, se procedié a detener la reaccién
afadiendo glicina (Sigma-Aldrich) a una concentracion final 125 mM durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se aspiré el sobrenadante y
se realizaron 2 lavados con PBS frio. Tras retirar el PBS del ultimo lavado, se
afiadieron nuevamente 2 mL de PBS frio suplementado con un céctel de
inhibidores de proteasas (cOmplete Mini cocktail, #11836170001, Merck y 1
mM PMSF, #A0999, PanReac AppliChem), procediendo inmediatamente al
rascado y traspaso a un tubo para su posterior centrifugacion a 3.300 x ¢
durante 5 minutos a 4 °C. Tras centrifugar, se procedié a lisar el contenido
celular con 2,5 mL de buffer de lisis 1 (Tabla 5) (suplementado nuevamente
con el coctel de inhibidores de proteasas) e incubando esta suspension durante
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10 minutos sobre hielo. Posteriormente, se centrifugd el lisado celular a 3.300 x
g 5 minutos durante 4 °C. Seguidamente, el pellet fue resuspendido y
homogenizado en 1 mL de buffer de lisis 2 (Tabla 5) (suplementado
nuevamente con inhibidores de proteasas) y dejado incubar 10 minutos en
hielo. Tras la lisis celular, se procedié a la rotura de la cromatina mediante
ondas sonicas en un bioruptor (Branson), permitiendo la generacion de
fragmentos de una longitud aproximada entre 200 y 500 pares de bases. El
programa usado para la sonicacion de la linea celular SIM-A9 fue de 13 ciclos
de 30 segundos on y 30 segundos off, con una amplitud del 10% de trabajo.
Tras el paso de sonicacion, se procedio a centrifugar las muestras a 1.500 x g
durante 5 minutos a 4 °C. Tras pasar el sobrenadante a un tubo nuevo se
siguié con una segunda centrifugacion a 16.200 x g durante 10 minutos a 4 °C,
tras la que el sobrenadante fue recuperado a 4 °C en un tubo nuevo,
conteniendo la cromatina fragmentada. Habiendo comprobado que la mayoria
de los fragmentos de cromatina tenian el tamafio esperado mediante
purificacion y corrido en un gel de agarosa como se describe en el apartado
siguiente, se tomaron 30 pg de cromatina para cada muestra a
inmunoprecipitar. Por lo general, de cada condicién experimental se realizaron
tres inmunoprecipitaciones: una con el anticuerpo de interés (Anti-Brd4, #A301-
985A100, Bethyl), un control negativo de la union inespecifica de la
inmunoglobulina (Anti-lgG no inmundgena, #5006, Sigma-Aldrich) y un control
positivo contra histona (Anti-histona H2A.X, Ab11175, Abcam) (Tabla 3). Cada
muestra fue diluida hasta 1 mL de volumen final en buffer de
inmunoprecipitacion (IP) (Tabla 5) suplementado con coctel de inhibidores de
proteasas descrito. A cada muestra se le afiadieron 3 pg de anticuerpo y se
dej6é incubar la mezcla en rotacion lenta (40 revoluciones por minuto) a 4 °C
durante 16 horas para permitir la unidon de los anticuerpos. Tras este tiempo y
antes de seguir con la inmunoprecipitacion, es necesario lavar los protein G
Dynabeads (#10004D, Invitrogen) y sustituir el buffer del fabricante por el buffer
IP. Para ello se tomaron 900 pg por muestra (30 uL) de Dynabeads los cuales
fueron lavados 3 veces con buffer IP, sometiendo los Dynabeads a campo
magnético al retirar los sobrenadantes para no descartarlos. Tras lavar los
Dynabeads, se afiadieron 30 pL de ellos a cada muestra a inmunoprecipitar y

se dejo incubar nuevamente en rotacion lenta a 4 °C durante 2 horas. Pasado
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este tiempo, se procedié a una serie de lavados, todos ellos sometiendo a las
muestras a campo magnético al retirar sobrenadantes y con tiempos de
incubacion de 5 minutos en rotacion lenta y a 4 °C. Se realiz6 un primer lavado
con el buffer de lavado 1 (Tabla 5), un segundo con el buffer de lavado 2
(Tabla 5) y un tercero con el buffer de lavado 3 (Tabla 5). Tras ello, se
realizaron 2 lavados con el buffer TE 1X (Tabla 5). Tras retirar el sobrenadante
del ultimo lavado, se afadieron 50 pyL de buffer de elucién (Tabla 5) recién
preparado y la muestra fue incubada a 65 °C durante 10 minutos sin rotacion.
Pasado el tiempo, las muestras fueron sometidas al campo magnético
nuevamente para retirar y guardar en un tubo limpio 30 pL del sobrenadante. A
los 20 pL restantes de inmunoprecipitado se les afiadieron otros 30 pL de buffer
de elucion y se repitid la Ultima incubacion. Tras esta incubacion, nuevamente
se colocaron los tubos en un campo magnético y se traspaso otros 30 pL de
eluido a los 30 pL previos. A cada muestra se le afladieron 90 pL mas de buffer
de elucion hasta un total de 150 pyL. Paralelamente, es necesario generar las
condiciones INPUT con la cual se normalizaron los resultados de las qPCR
para cada condicion experimental. Para ello, se tomé una décima parte del
volumen de cromatina tomado para el paso de inmunoprecipitacion y este
volumen fue llevado hasta 150 pL en buffer de elucién, generando asi una
cuarta muestra para cada condicién experimental que sirve de normalizador.
Para romper la unién de las proteinas al ADN y poder purificar este ultimo, las
muestras fueron incubadas a 65 °C durante 16 horas. Tras esta incubacion, a
las muestras se les afladieron 150 pL de buffer TE 1X que contenia 250 pg/mL
de proteinasa K y se incubaron 1 hora a 37 °C. Finalmente las muestras fueron
purificadas usando un kit de lavado y concentrador de muestras para qPCR
(Zymo Research) y mantenidas a -20 °C para su almacenamiento hasta su

posterior analisis por qPCR.
4.16. Purificacion de ADN ChlIP

Para comprobar la eficacia de la sonicacion, se tomaron 50 pL de cromatina de
cada condicion experimental a la que se afadieron 250 uL de buffer de lisis 1
(usado en el apartado anterior) y 250 pg/mL de proteinasa K (10 L) y se
incubd a 65 °C durante al menos 2 horas. Tras este tiempo, se afiadieron 500

uL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilo (25:24:1 viv) (P4557, Sigma-Aldrich), se
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agité vigorosamente durante 20 segundos y se centrifugd a 12.000 x g durante
10 minutos a temperatura ambiente. Tras este paso, se transfirio el
sobrenadante superior de la fase acuosa formada a un tubo nuevo al que se le
afadieron 2 volimenes de etanol absoluto frio y un décimo de acetato de sodio
3 M (pH 5.2) y seguidamente se mezclé el contenido. Para precipitar el ADN, se
incubaron las muestras a -20 °C durante 20 minutos. Tras la precipitacion y
centrifugacion a 12.000 x g durante 10 minutos, se realizaron 2 lavados con
etanol 70%, centrifugando nuevamente a 12.000 x g por 10 minutos y
eliminando el sobrenadante en cada lavado. Tras el ultimo lavado, se eliminé la
mayor cantidad de etanol posible y se dej6é secar el pellet unos minutos para
posteriormente resuspenderlo en agua bidestilada y calcular su concentracion y
calidad en un dispositivo Nanodrop (Thermo Fisher). Las extracciones de ADN

de lineas celulares se realizaron de forma similar.

4.17. Caracterizacion mediante electroforesis en gel de agarosa de

los productos de la sonicacion (ChlIP)

Para cada condicion experimental se tomaron 1,5 pg de ADN ya purificado
junto a tampon de carga para facilitar su siembra en gel y visualizacién en el
proceso. Se prepararon geles de agarosa al 1,2% en TAE 1X (40 mM Tris-
acetato y 1 mM EDTA a pH 8.3) tefiido con SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo
Fisher) para la observacion correcta de un perfil homogéneo de bandas en un
rango de 200-500 pares de bases con la ayuda de un marcador de tamafio
(MWDO1, Nippon Genetics). Los geles fueron sometidos a una corriente de 100
voltios durante 50 minutos que permitiese la correcta separacion del marcador
de tamafio. Finalmente, los geles fueron revelados en un transiluminador (Bio-
Rad) a un tiempo de exposicion adecuado. Tras la comprobacion de la
obtencibn de un tamafio de bandas correcto, se procedié con la

inmunoprecipitacion de cromatina como se ha descrito anteriormente.
4.18. Extraccion de ARN

Tras las estimulaciones de los cultivos celulares y segun los tiempos que las
condiciones experimentales requiriesen se procedié con la extraccion de ARN
para el cual se utilizé el reactivo PRImeZOL (Canvax). Las células fueron
lisadas con dicho reactivo, recogidas en un tubo eppendorf limpio libre de
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ARNasas e incubadas 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afiadié un quinto del volumen de cloroformo por cada volumen de PRImeZOL
usado y se mezcl6 vigorosamente durante 15 segundos. Tras incubar la mezcla
unos 3 minutos a temperatura ambiente, las muestras se centrifugaron a
12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Tras este paso, la fase acuosa superior
fue traspasada a un tubo nuevo y el resto descartado. Para proceder con la
precipitacion de ARN, al volumen recuperado se le afladié medio volumen de
isopropanol por la cantidad de PRImeZOL usado anteriormente y se incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos y seguidamente se centrifugé a 12.000 x
g durante 10 minutos a 4 °C. Tras la centrifugacion, se descartdo el
sobrenadante, se realiz6 un paso de lavado con etanol 70% y se procedid
nuevamente a centrifugar a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. Finalmente, se
descarté el maximo volumen posible de sobrenadante y se dejo secar el pellet
unos minutos a temperatura ambiente para posteriormente resuspender dicho

pellet en agua libre de ARNasas.
4.19. Retrotranscripcion

Las reacciones de retrotranscripcion se realizaron gracias al kit de dos pasos
de TaKaRa PrimeScript™ RT reagent (#RR047Q). Se utilizé6 1 pg de ARN por
cada muestra a la que se le realiz6 un primer paso de eliminacién de ADN
gendmico seguido de un paso posterior de retrotranscripcién siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para el control de los ciclos de temperatura se
utilizé un termociclador (Bio-Rad). Una vez obtenido ADN complementario, se
procedio a realizar gPCR.

4.20. PCR cuantitativa (QPCR)

Las PCRs cuantitativas en tiempo real se realizaron con el kit iTag Universal
SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en un equipo de PCR en Tiempo Real
QuantStudio 5 (Applied Biosystems). Los pares de oligonucleétidos (Merck)
fueron diseflados especificamente para unirse en diferentes secuencias
localizadas en exones diferentes, y mostradas en la Tabla 6. Se realizaron 40
ciclos utilizando un perfil térmico optimizado y recomendado por el fabricante
(Tabla 1). Los cambios en la expresion génica se determinaron utilizando el

ACt, tomando el gen de la hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT1)
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como control endoégeno para la normalizacion. Los valores de AACt se
calcularon restando los valores promedio de ACt obtenidos para las muestras

de células no tratadas control.

Respecto a las PCR cuantitativas para analizar los experimentos ChIP, los
resultados fueron representados respecto al porcentaje de enriquecimiento de
la condicién INPUT.

Tabla 1. Condiciones generales de qPCR.

Paso Tiempo Temperatura

Desnaturalizacion y activacion 95 °C
) 20 segundos
de la polimerasa

Desnaturalizacion 15 segundos 95 °C
Alineamiento y 40 ciclos 60 °C
g 60 segundos
extension
Andlisis de curva de Desde 65 hasta 95 °C, con incrementos de 0.5 °C
separaciéon (melt curve) cada 2 segundos
4.21. PCR convencional

Para la comprobacion de que las mutaciones introducidas por CRISPR/Cas9
coinciden a los referidos por el fabricante, se realizaron PCR tradicionales del
ADN gendmico de los clones previamente purificado como se ha para la
posterior secuenciacion Sanger, que se realizé con la polimerasa MyTaq Red
DNA Polymerase (#BI0-21108, Meridian Bioscience) en un termociclador (Bio-
Rad) (Tabla 2). Los oligonucleétidos usados se disefiaron para la amplificacion
de las regiones mutadas (Tabla 6). Las muestras fueron secuenciadas por el
servicio de secuenciacion del Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas
(CNIO, Madrid) y los resultados analizados con el programa SnapGene y la

herramienta online de alineamiento de secuencias Multalin.

Tabla 2. Condiciones de PCR convencional.

Paso Tiempo Temperatura
Desnaturalizacién inicial 60 segundos 95 °C
Desnaturalizacion 15 segundos 95 °C
Alineamiento 30 ciclos 15 segundos 68 °C
Extensién 10 segundos 72 °C
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4.22. Transfeccion de lineas SIM-A9 para medicién de citoquinas

intracelulares por citometria de flujo

Para la sobreexpresion de las versiones silvestre y “no actividad quinasa”
(Kinase Dead) de MOK unido a la marca FLAG sobre la linea de microglia SIM-
A9, se utilizaron plasmidos con dicha construccién previamente descritos
(Miyata et al., 2001) y cedidos por el grupo de Yoshihiko Miyata (Universidad de
Kyoto, Japdn). Para ello, se utilizo el reactivo de transfeccion especifico para
células microgliales Glial Mag (KGL0250, OzBiosciences) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se diluyé en medio Optimem (31985962, Gibco) 1
uL del reactivo de Glial Mag y 0,5 ug del plasmido para cada muestra en placa
de 24 pocillos. El tiempo total de transfeccion fue de 30 horas, siendo las 5
dltimas horas bajo condiciones de estimulacién con o sin LPS ademas de
GolgiStop (554724, BD Biosciences).

4.23. Determinacion de citoquinas intracelulares por citometria de

flujo

Tras los tiempos experimentales para la sobreexpresién y estimulacion, las
células SIM-A9 fueron fijadas y permeabilizadas gracias al reactivo
Fixation/Permeabilization solution (555028, BD Biosciences) durante 20
minutos a 4 °C. Tras lavar 2 veces con el buffer de lavado (2 mm EDTA, 2%
FBS v/v en PBS), las células fueron incubadas en Perm/Wash buffer (555028,
BD Biosciences) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para el
inmunomarcaje, se utilizaron los siguientes anticuerpos conjugados: APC-
conjugado anti-FLAG (Ab72569, Abcam) y PE-conjugado anti-IL-6 (AB395367,
BD Biosciences) a una dilucion 1:40 (Tabla 3) en Perm/Wash buffer. Tras
agregar los anticuerpos a las muestras, se dejo incubar 30 minutos a 4 °C en
condiciones de oscuridad. Tras este tiempo, las muestras fueron lavadas con
Perm/Wash Buffer 2 veces, resuspendidas finalmente en buffer de lavado y
mantenidas a 4 °C y oscuridad hasta su andlisis en el citbmetro LSR Fortessa
X-20 (BD Biosciences).
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4.24. Western blot

Para los ensayos de Western blot se sembraron las células en placas de 24
pocillos a una densidad de 2x10° por pocillo con las lineas de SIM-A9 y se
trataron 24 horas tras la siembra segun las condiciones experimentales
requeridas. Después de la incubacién pertinente, las células se lavaron una vez
con PBS frio y tras retirarlo se provoco la lisis celular sobre hielo con buffer
RIPA (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl pH 7.4, 0,25% deoxicolato sddico,
10% glicerol, 0,1% dodecilsulfato sodico (SDS), 1% IGEPAL CA-630)
complementado con inhibidores de proteasas (cOmplete Mini cocktail y PMSF)
e inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP, #04906845001, Roche). Con ayuda de
la pipeta, aspirando y expulsando el volumen de buffer de lisis, se recogi6 del
pocillo todo el volumen con el contenido celular lisado en un tubo y se incubd 5
minutos a 37 °C. Posteriormente, se incubo en hielo durante 20 minutos con
agitacion leve cada 5 minutos y después se centrifugaron las muestras a
12.000 x g por 5 minutos a 4 °C. Se recupero el sobrenadante y se almaceno a
-20 °C hasta su uso. La concentracion de proteinas se determiné usando el kit

Micro BCA™ Protein Assay (Thermo Fisher) y un lector de placas Varioskan.

Conociendo la concentracion de proteina total en la muestra, se tomaron
volumenes (20 pL aproximadamente) y concentraciones comparables de
proteina (40-50 pg aproximadamente), conteniendo buffer de carga y 50 mM de
ditiotreitol (DTT). Las muestras se sometieron a 95 °C durante 10 minutos para
provocar la desnaturalizacion de las proteinas antes de ser cargadas a un gel
de poliacrilamida del 12, 10 6 7% con SDS (SDS-PAGE). Las muestras fueron
sometidas a electroforesis a 180 V durante el tiempo necesario para que las
proteinas de interés se resuelvan convenientemente con ayuda del marcador
de peso molecular como referencia (#1610374, Bio-Rad). Tras este tiempo,
todas las muestras fueron transferidas electroforéticamente a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) o nitrocelulosa mediante transferencia

hameda o semi-himeda, respectivamente.

Tras transferir las proteinas a la correspondiente membrana, se procedio a
bloquear los sitios inespecificos de unién para anticuerpo de las membranas
durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion con ayuda de una solucion

de bloqueo formada por 5% de leche desnatada en polvo o 5% de BSA, en
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solucién salina tamponada con Tris (TBS) y 0,1% de Tween 20 (TBST). Tras el
proceso de bloqueo, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBST vy
seguidamente se incubaron las membranas con los respectivos anticuerpos
primarios necesarios diluidos en TBST y 1,5% de BSA o TBST y 1% de leche
desnatada (Tabla 3), durante 16 horas a 4 °C en agitacién. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas de nuevo 3 veces con TBST por 10 minutos cada
uno para después ser incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente
diluido en TBST y 1,5% de BSA o TBST y 1% de leche desnatada (Tabla 4)
durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion. Nuevamente se
realizaron 3 lavados en TBST y finalmente se detectd la union de los
anticuerpos con ayuda del kit de revelado por quimioluminiscencia
(WBKLS0500, Merck) cuya seial fue capturada gracias al equipo ChemiDoc™
MP System (Bio-Rad). Las iméagenes obtenidas fueron analizadas vy
cuantificadas por densitometria con el programa Image Lab™, y la expresion
relativa de las muestras fue normalizada a su respectivo control de carga
enddégeno. Como control endégeno se utilizaron los anticuerpos contra los

genes constitutivos GAPDH y a-tubulina (Tabla 3).
4.25. Aislamiento de microglia de ratones adultos

Para el aislamiento de microglia a partir de médulas espinales de ratones
adultos se tomaron animales con 14 semanas de edad, tanto WT como
SOD1%%A, a los que se les extrajo la médula espinal tras ser anestesiados y
posteriormente perfundidos. Estas fueron fragmentadas en porciones de 2-3
mm y depositadas sobre HBSS frio. Posteriormente, las médulas fueron
digeridas enziméticamente con tripsina-EDTA 0,25% durante 10 minutos a 37
°C. Tras este tiempo, la reaccién enzimatica fue detenida afiadiendo medio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de FBS. Finalmente, los
restos medulares fueron disociados mecanicamente mediante pipeteo y
pasando la solucién generada por un filtro de 70 um, que posteriormente se
centrifugd a 250 x g durante 10 minutos a 4 °C para formar un pellet celular.
Para eliminar restos de mielina, el pellet celular fue resuspendido con 2 mL
Percoll isotonico al 70% (#1644, Sigma-Aldrich) al que posteriormente se le
deposité con cuidado encima una capa de 3 mL Percoll al 35% en PBS y una

capa final de 2 mL PBS. Este gradiente discontinuo fue centrifugado a 850 x g
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durante 35 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron tomadas de la
interfase y lavadas con PBS, centrifugadas y finalmente resuspendidas en

RPMI 1640 suplementado con 2% de FBS para los ensayos de citometria.

4.26. Administraciéon de C13 y monitorizacion de los animales
SOD169%3A

Cada ratén fue inyectado intraperitonealmente en dias alternos con un total de
100 pL con 20 pug de C13 en PBS o0 2% de DMSO como vehiculo. El
tratamiento tuvo una duracion de 3 semanas, teniendo comienzo en la semana
11 de edad de los ratones. A los ratones se les realizaron pruebas en Rotarod y

sus masas corporales fueron pesadas dos veces por semana.

4.27. Preparacion de lisados celulares e inmunoprecipitacién de

proteinas fosforiladas

Tras el tratamiento de células de microglia primaria con los agregados de TDP-
43 o Sham, como se ha descrito anteriormente, se recogieron y guardaron los
sobrenadantes. Tras 2 lavados con PBS, las células se lisaron con tampoén de
lisis no desnaturalizante NP-40 (#FNNO0O021, Invitrogen) suplementado con el
coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas ya citado, y se siguié el
protocolo anterior para la generacién de lisados celulares. Previamente a la
inmunoprecipitacion, se generaron los complejos beads-anticuerpo. Para ello
se incub6 Protein A Dynabeads (#10001D, Invitrogen) con 2 ug de anticuerpo
anti-fosfo-Ser/Thr (#ab17464, Abcam) durante 1 hora a temperatura ambiente
en rotacién, produciéndose la generacion de los complejos gracias al buffer de
BS3 (bis(sulfosuccinimidil)suberato) (#21580, Thermo-Fisher). Tras este
tiempo, se afadieron los complejos beads-anticuerpo a los lisados celulares y
se incubaron bajo rotacién durante 1 hora a temperatura ambiente para
producir la inmunoprecipitacion. Finalmente, tras lavar, la elucion se llevé a
cabo con una solucion de glicina 50 mM (pH 2.8) y el pH del eluido resultante
se equilibré6 con PBS para el posterior andlisis por cromatografia liquida con

espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).
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4.28. LC-MS/MS e identificacidén de proteinas

Los eluidos resultantes de la inmunoprecipitacion, se sometieron a precipitacion
con acido tricloroacético (TCA) y acetona cuyo resultado se resuspendié en
una solucion de RapiGest al 0,2% en bicarbonato amonico 50 mM. Se afiadio
DTT a una concentracion final de 5 mM y se incubé durante 30 minutos a 60
°C. A continuacion, se afadio cloroacetamida a una concentracion final de 10
mM y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente en condiciones de
oscuridad. Seguidamente se realizé una digestiobn con tripsina durante una
noche a 37 °C en una proporcion de 1:40 de tripsina:proteina. Al dia siguiente,
la tripsina se inactivd con acido férmico y se afiadié acetonitrilo hasta una

concentracion final del 2%. El volumen de inyeccién fue de 10 uL por serie.

Los andlisis LC-MS/MS se realizaron en un sistema TOF (5600 Plus, Sciex) de
triple cuadrupolo equipado con una fuente de nano electrospray acoplada a un
nanoHPLC Eksigent. Se utilizé el programa Analyst TF 1.7 para el control del
equipo y la adquisicion y procesamiento de datos. En primer lugar, los péptidos
se cargaron en una "columna trampa" (Acclaim PepMap 100 C18, 5 um, 100 A,
100 uym id x 20 mm, Thermo Fisher) de forma isocratica en una solucién de
acido formico al 0,1% y 2% de acetonitrilo (v/v) a un flujo de 3 pL/min durante
10 minutos. A continuacién, se eluyeron en una columna analitica de fase
inversa (Acclaim PepMap 100 C18, 3 ym, 100 A, 75 um id x 150 mm, Thermo
Fisher) acoplada a un "emisor PicoTip" (F360-20-10-N-20_C12, New
Objective). Los péptidos se eluyeron con un gradiente lineal de 2-35% (v/v) de
disolvente B durante 60 minutos a un flujo de 300 nL/minuto. Los disolventes A
y B fueron acido formico al 0,1% (v/v) y acetonitrilo con &cido férmico al 0,1%
(v/v), respectivamente. El voltaje de la fuente se seleccioné a 2600 V y la
temperatura del calentador se mantuvo a 100 °C. El gas 1 fue seleccionado a
15 psi, el gas 2 a cero y el gas cortina a 25 psi. Para la identificacion de
proteinas, la adquisicion se llevé a cabo con un método dependiente de datos
(DDA) consistente en un TOF-MS con una ventana de barrido de 400-1250
m/z, tiempo de acumulacion de 250 ms, seguido de 50 MS/MS con una
ventana de barrido de 230-1500 m/z, tiempo de acumulacion de 65 ms y un

tiempo de ciclo total de 3,54 segundos.
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Para la identificacion de proteinas, se utilizd el programa ProteinPilot (v5.0.1,
Sciex) con el método Paragon, con tripsina como enzima y yodoacetamida
(IAA) como agente alquilante de cisteinas utilizando el proteoma de referencia
del raton (Mus musculus) descargado de uniprot.org (02/2021) en formato
FASTA, fusionado con los contaminantes Sciex. Se realizo un analisis de falsos

positivos y las proteinas con FDR (False Discovery Rate) inferior al 1%.

4.29. Secuenciacion del transcriptoma completo por clonacién al
azar (RNA-Seq)

Los andlisis de RNA-Seq fueron realizados por la Unidad de Genomica de
CABIMER (Centro Andaluz de Biologia Molecular y Medicinar Regenerativa).
Se tomaron cultivos celulares de SIM-A9 silvestres y MOK-KO a los que se les
retird el sobrenadante y se les realizaron 2 lavados con PBS, tras los que se
realizé la extraccion de ARN mediante RNeasy Mini Kit (#74104, Qiagen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras de ARN fueron
cuantificadas mediante Qubit RNA HS Assay Kit y tanto el tamafio de las
muestras como la integridad de las mismas fue analizado con el sistema
Bioanalyzer 2100 (Agilent). La calidad del ARN fue calificada de “excelente” y la
integridad estimada para todas las muestras oscilaba entre 9,7 y 10,0. Tras la
eliminacién del ARN ribosémico, siguiendo las indicaciones del fabricante se
generd la biblioteca de ADN complementario (ADNc) con especificidad de
hebra (strand-specific) mediante Stranded TOTAL RNA prep Ligation junto a
RIBO-ZERO PLUS kit (lllumina). Tras la amplificacion mediante PCR, se
realizaron todos los controles de calidad necesarios. La libreria generada se
normaliz6 usando Qubit y el control de calidad se realiz6 de nuevo con
Bioanalyzer 2100. Todas las librerias fueron mezcladas en proporciones
equimolares a una concentracion de 1,2 nM aproximadamente. Esta mezcla de
librerias fue desnaturalizada y seguidamente diluida previamente antes de ser
sometida a secuenciacidon. La secuenciacion de extremos pareados se realiz
utilizando NovaSeq6000 SP y 2x50bp (lllumina), generando un recuento de
lecturas brutas de >68 millones de lecturas por muestra. La calidad de la
secuenciacion, que fue evaluada con el software BaseSpace Hub (lllumina), fue
de 89,8% >Q30 y >106 Gb de profundidad y considerada como alta.
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Para el caso de los analisis de RNA-Seq mensajeros (MRNA-Seq) de cultivos
de microglia primaria, el procedimiento fue similar al descrito, pero con los
siguientes cambios. EI ARN mensajero fue purificado mediante particulas
recubiertas de Poly-dT y la libreria generada con TruSeq Stranded mRNA kit
(lumina). Tras la amplificacion de la libreria por PCR vy la realizacién de los
controles de calidad necesarios, las librerias fueron mezcladas en proporciones
equimolares y diluidas a unos 1,4 pM. La secuenciacion por pares se realizo
con NextSeq 500 Mid Output y 2x75pb (lllumina), generando un recuento de
mas de 24 millones de lecturas por muestra. La calidad de la secuenciacion se
evaluo con el software BaseSpace Onsite (v. 3.22.91.158, lllumina) resultando
en una calidad alta (88% >Q30 y >24 Gb de profundidad).

4.30. Procesamiento de datos de RNA-Seq y mRNA-Seq

Se generaron datos de secuenciacion de RNA-Seq a partir de cuatro
tratamientos celulares con 3 réplicas bioldgicas cada uno (12 muestras en
total), utilizando el método de extremos emparejados de lllumina. Los archivos
fastg de extremos emparejados totales se utilizaron para el andlisis de RNA-
Seq mediante el flujo de trabajo: FastQC-Trimmomatic-STARFeatureCounts-
DESeq2. La version 2.7.9a de STAR aligner fue usada para realizar el
alineamiento y mapeo del genoma de referencia, la cual era la uGltima versién
de la base de datos de genoma de raton publicado en ENSEMBL (Mus
musculus). Para la extraccion de todos los recuentos de las lecturas en bruto
de cada una de las muestras se utilizé el paquete de R Rsubread (v. 2.0.1.) con
el médulo Counts. Seguidamente se utilizaron dichos datos para realizar
analisis de expresion diferencial mediante el paquete DESeg2 (v. 1.32.0.) en R,
cuyo analisis de resultados fue analizado por Bencos Research Solutions Pvt.
Ltd (Thane, Maharashtra 400615, IN).

Los datos de secuenciacibn de mRNA-Seq se generaron a partir de dos
tratamientos celulares con 3 réplicas biolégicas cada uno (6 muestras en total),
como se ha descrito con anterioridad, pero con los siguientes cambios: Los
archivos Fastg se generaron con el protocolo FASTQ Toolkit (v1.0.0, lllumina)
con filtrado, recorte y des-multiplexado de datos. El genoma de referencia fue
Mus musculus (UCSC mm10). Se utilizé Cufflinks Assembly & DE, BaseSpace
Workflow (v. 2.1.0, lllumina) para realizar el analisis de expresion diferencial.
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4.31. Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes.
Ontologia génica (GO), enriquecimiento de vias e Ingenuity
Pathway Analysis (IPA)

Para cada grupo de comparacion de la linea celular SIM-A9 (WT, WT+LPS,
MOK-KO, MOK-KO+LPS), se realizaron analisis de ontologia génica y
enriquecimiento de vias utilizando el paquete de R PathfindR (v1.6.2). Todos
los genes expresados diferencialmente (DEGs) obtenidos tras aplicar el filtro de
valores Log2 Fold Change >2 6 <-2 junto con un valor p < 0,05 se utilizaron
como entrada para realizar el enriquecimiento para las siguientes categorias:
GO Proceso Biologico, GO Componente Celular, GO Funciéon Molecular y
KEGG Pathway con analisis realizados por Bencos Research Solutions Pvt.
Ltd. (Thane, Maharashtra, India). Se aplico el Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

a los DEGs definidos anteriormente.
4.32. Marcaje S4U y andlisis de SLAM-Seq

Tras el pretratamiento con 10 ug/mL de polimixina B, las células de la linea
SIM-A9 en cultivo se incubaron con 10 uM de C13 (o DMSO) durante 1 hora. A
continuacion, se afiadié una décima parte del volumen de medio sin suero que
contenia TDP-43 o agregados senuelo (5 yg/mL final) y se incub6 durante 2,5
horas. Tras ello, se afiadi6 4-tiouridina (S4U, Cayman Chemical, #16373) a una
concentracion final de 100 uM (concentracion a la cual hemos observado que
mantiene el 80% de la viabilidad de las células mediante ensayo MTT a las 2
horas) y se incub6 durante otros 90 minutos en condiciones de oscuridad. Tras
lavar con PBS, se extrajo el ARN total con easy-BLUE (iNtRON Biotechnology)
y se protegi6 de la luz durante el procedimiento para evitar la unién de puentes
disulfuro (S-S). Se utilizaron 5 ug de ARN para las modificaciones SLAM-seq.
La yodoacetamida (Sigma 11149) fue conjugada con 4SU en un buffer fosfato
50 mM pH 8.0 en DMSO/H20 (1:1). La reaccion se detuvo con DTT y el ARN se
reprecipitdO con etanol y NaOAc. Las librerias se prepararon utilizando
Quantseq 3' mMRNA-Seq Library Prep Kit (Lexogen). El analisis SLAM-Seq se
realizd de forma similar a la descrita anteriormente por Neumann (T. Neumann
et al., 2019).



Mecanismos modulatorios de MOK en la regulacion de la respuesta inflamatoria de la microglia en ELA

4.33. Muestras humanas

Las muestras de la médula espinal humana se obtuvieron gracias a la donacion
voluntaria del Banco de Cerebros de la Regién de Murcia (BCRM) por
pacientes diagnosticados de ELA esporadica. Como control se usaron
pacientes sin antecedentes de enfermedades neurolégicas donadas
nuevamente por el BCRM y de edades equivalentes. La recoleccion de
muestras en el BCRM cumplié con los estandares éticos institucionales: IMIB-
Arrixaca e ISCIll National Biobank Network Review Boards aprobaron el
protocolo (anonimizacion/custodia/conservacion en muestras de control y
custodia/conservacion de las muestras de pacientes) necesarias para la
aprobacion del ensayo clinico (NCT00855400, EudraCT 2006-00309612), asi
como la declaracion de Helsinki de 1964 y sus modificaciones posteriores o
normas éticas comparables. Antes de la extraccién de la médula espinal, se
realizd exploracion in situ para detectar posibles malformaciones anatémicas.
Se incluyeron segmentos en serie transversales de 1,0 cm en parafina, se

cortaron a 7 ym y se montaron en 10 series paralelas para inmunohistoquimica.
4.34. Modelos animales

Los ensayos con ratones transgénicos de TDP-43 se realizaron con ratones
Prp-TDP43A315T el cual es un modelo de ELA y DFT previamente descrito en la
bibliografia (Chennampally et al., 2021). Como control se utilizaron ratones
silvestres de edades similares. De estos ratones se obtuvieron cortes de
médula espinal, tanto lumbar como sacra a los que se realizd

inmunohistoquimica como se ha descrito.

También se utilizé el modelo de ELA de ratén transgénico B6SJL-TgN (SOD1-
G93A) 1Gur/J (Jackson Laboratory, EE. UU.) que porta el gen humano de
SODL1 con la mutacién puntual G93A. Estos animales fueron emparejados a
ratones silvestre sin la mutacion como control y fueron mantenidos en las
instalaciones de la unidad de recursos biolégicos de CABIMER, en ciclos de 12
horas de luz y oscuridad, en cajas de 4 a 8 animales con temperatura (22 °C) y
humedad constante (60%), y con alimentacion y agua ad libitum. Todos los
animales usados en la experimentacion fueron genotipados para asegurar la

mutacion en SOD1 y el numero de copias. Al momento del destete, los ratones
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fueron marcados en la oreja y separados en cajas segun sexo. El tejido retirado
en el marcaje fue utilizado para genotipar mediante RT-gPCR. Los animales
fueron anestesiados intraperitonealmente con una mezcla de ketamina (100
mg/kg de la masa del ratén) y xilazina (10 mg/kg de la masa del ratdén). Todos
los experimentos se realizaron bajo los protocolos institucionales aprobados
por CABIMER para el cuidado y uso de animales de laboratorio, con comités
éticos n° 25-2010 y 02-2016 y cumplieron con la legislacion nacional y de la
Union Europea (RD 53/2013 y Directiva UE 2010/63) para la proteccion de los

animales utilizados con fines cientificos.
4.35. Andlisis de imagenes mediante inmunohistoquimica

Para el andlisis de las cortes de médula espinal de ratones Tg™P43 o control y
de pacientes ELA-E o sanos tras la tincion por inmunohistoquimica como se ha
descrito, se uso el programa ImageJ. Con este fin, se tomaron un promedio de
8 campos de cada médula espinal con una magnificacién 40X a las que se les
realizd una deconvolucidn que permitiese separar los marcajes siguiendo un
vector hematoxilina-diaminobencidina (H-DAB). Se definié el umbral minimo
que discierne el ruido de fondo de la sefal para todas las imagenes de cada
experimento, seleccionando 5 regiones al azar de 4 campos diferentes sin
células. Tras ello, se analizé el tamafio celular y la intensidad de sefial de todas
las células presentes en cada imagen analizada (al menos 50 células por
condicion experimental que presentasen un nucleo visible y diferenciado)
expresando la intensidad de sefial en unidades arbitrarias (AU) y en um? el
area. En el caso de las imagenes correspondientes a pacientes de ELA, las
poco frecuentes células de mayor tamafio correspondientes a un area mayor a

110 um? fueron excluidas del analisis.
4.36. Andlisis de imagenes mediante inmunofluorescencia

Las imagenes de inmunofluorescencia de cultivos organotipicos fueron
analizadas con el software Metamorph Offline (version 7.5.1.0, MDS Analytical
Technologies). Para ello, se tomaron 10 imagenes RGB de cada condicién
experimental que se procesaron para separar las sefiales y convertirlas en

canales diferentes y monocromaticos para posteriormente transformarlas
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aritméticamente en imagenes de 16 bits. Finalmente, se analizé la intensidad

de cada sefial respecto al ruido de fondo de las imagenes.
4.37. Alineamiento de secuencias de ADN

El alineamiento de secuencias para comprobar los cambios introducidos
mediante ingenieria CRISPR/Cas9 en células SIM-A9 se realiz6 mediante la

herramienta online Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
4.38. Analisis estadistico

Los datos se presentan como medias * S.E.M. de N experimentos
independientes, a menos que se indique lo contrario. Los analisis estadisticos
se realizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba post hoc de
Tukey, o la prueba t-Student en el programa GraphPad Prism (v.8), con una o
dos colas, segun se indica en la leyenda de la figura correspondiente. Los
valores de p iguales o inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.

Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios usados.

Anticuerpo Huésped Fabricante Referencia Aplicacion Dilucion
Anti-fosfo-Ser/Thr Conejo Abcam Abl17464 Co-IP 1:100
Anti-MOK Conejo Abbexa Abx129598 WB, IHC 1:1000
Anti-bpMOK Conejo StressMarq SPC-1030 IF, FC, IHC, WB 1:250
(pThri59+pTyr161) Biosciences
Anti-Brd4 Conejo Bethyl A301-985A100 WB, ChIP 1:1000
Anti-fosfo-Brd4 Conejo Millipore ABE1451 IF, WB 1:500
(Ser492)

Anti-lgG no Conejo Sigma-Aldrich 15006 ChIP, Co-IP 1:1000
inmundgena

Anti-GAPDH Ratoén Millipore MAB-374 WB 1:2500
Anti-a-tubulina Raton Sigma-Aldrich T6199 WB 1:6500
Anti-IL-18 Conejo Mybiosource MBS559603 WB 1:1000
Anti-p65 Conejo Cell Signaling 3034 WB 1:1000
Anti-fosfo-p65 Conejo Thermo Scientific PA5-17782 WB 1:1000
Anti-histona Conejo Abcam Ab11175 ChiP 1:1000
H2A . X

Anti-FLAG, APC Ratén Abcam Ab72569 FC 1:40
conjugado

Anti-IL-6, PE Rata BD Biosciences AB_395267 FC 1:40
conjugado
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Anti-ISLET Conejo SAB 38866 IF 1:200
Anti-CD11b, APC Rata BD Biosciences 553312 FC 1:200
conjugado

Leyenda tabla 3. WB: Western blot, IF: inmunofluorescencia, ChlIP: inmunoprecipitacion de

cromatina, Co-IP: co-inmunoprecipitacién, IHC: inmunohistoquimica, FC: citometria de flujo.

Tabla 4. Lista de anticuerpos secundarios usados.

Anticuerpo Huésped | Fabricante Referencia Aplicacion | Dilucion
Anti-lgG de conejo | Cabra Pierce 31460 WB 1:10000
HRP-conjugado
Anti-lgG de ratén | Cabra Pierce 32430 wWB 1:2500
HRP-conjugado
Alexa Fluor488 anti- | Burro Thermo-Fisher | A-21206 IF 1:1000

IgG de conejo

Alexa Fluor594 anti- | Burro Thermo-Fisher | A-21207 IF 1:800
IgG de conejo
Alexa Fluor647 anti- | Burro Thermo-Fisher | A-31571 IF 1:1000
IgG de ratén

Leyenda tabla 4. WB: Western blot, IF: inmunofluorescencia.

Tabla 5. Lista de buffers usados en ChlP.

Buffer de crosslinking 50 mM Hepes pH 8.0
0,1 M NacCl

1 mM EDTApH 8.0
0,5 mM EGTA

1% formaldehido (afiadido al momento de usar)

Buffer de lisis 1 5 mM Pipes pH 8.0
85 mM KCI
0,5% IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich)

Inhibidores de proteasas (afiadido al momento de usar)

Buffer de lisis 2 1% SDS
10 mM EDTA
50 mM Tris-HCI pH 8.1

Inhibidores de proteasas (afiadido al momento de usar)

Buffer de inmunoprecipitacion

(IP)

0,01% SDS

1,1% Tritén X-100
1,2 mM EDTA
16,7 mM Tris-HCI
167 mM NacCl

Buffer de lavado 1 0,1% SDS

1% Tritén X-100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI pH 8.1

150 mM NaCl

Buffer de lavado 2 0,1% SDS

1% Tritén X-100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI pH 8.1

500 mM NaCl

Buffer de lavado 3

0,25 mM LiCl
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e 1% NP-40

e 1% deoxicolato de sodio

e 1mMEDTA

e 10 mM Tris-HCI pH 8.1
Buffer TE 1X e 1mMEDTA

e 10 mM Tris-HCI pH 8.1
Buffer de elucién e 1% SDS en buffer TE 1X

Tabla 6. Lista de oligonucleétidos para gPCR y PCR

Nombre del | Secuencia sentido Secuencia anti-sentido
oligonucleétido

MOK1 5-GTTCTACGAGATTGCCAGCCT-3’ 5-CTGCTTTCTGCCTTCCTGTGAGA-3’
HPRT1 5-GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC-3' | 5-CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA -3’
IL-6 5-TCCGGAGAGGAGACTTCACA-3’ 5-TTCTGCAAGTGCATCATCGT-3'
TNFa 5-GCCTCTTCTCATTCCTGCTTG-3 5-CTGATGAGAGGGAGGCCATT-3'
IL-1a 5-CGAAGACTACAGTTCTGCCATT-3’ 5-GACGTTTCAGAGGTTCTCAGAG-3’
IRF7 5-GGTCGTAGGGATCTGGATGA-3’ 5-ACCTTATGCGGATCAACTGG-3
IFNB 5-CCACCAGCAGACAGTGTTTC-3’ 5-GAAGATCTCTGCTCGGACCA -3’
IL-6_prom 5-TGTGGGATTTTCCCATGAGT-3’ 5-TGCCTTCACTTACTTGCAGAGA-3’
TNFa_prom 5-GGACTAGCCAGGAGGGAGAA-3’ 5-TGTCTTTTCTGGAGGGAGATGT-3'
IFNB_prom 5-GCCAGGAGCTTGAATAAAATG-3’ 5-CTGTCAAAGGCTGCAGTGAG-3
MOK_Geno 5-TCTCCTGAATGCTGGGTTCAC-3’ 5-TCACGTCTCTGTGAAAGATCCC-3’
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5.Resultados

5.1. Relacion entre agregados de TDP-43 'y
mecanismos regulatorios mediados por MOK
en microglia

En primer lugar, para poder evaluar si la proteina MOK se encuentra

involucrada en un contexto patolégico de ELA, como es el ampliamente

descrito fendbmeno de agregacion de TDP-43 (Mejzini et al., 2019; M. Neumann
et al., 2006), se realiz6 un analisis de SLAM-Seq con el objetivo de poder
detectar cambios inmediatos en la sintesis de ARN en células microgliales bajo
dicha exposicion y como esta sintesis es alterada por la inhibicion de la quinasa

MOK. Para ello, se tomaron cultivos de la linea celular de microglia SIM-A9

silvestre, expuestas a agregados de TDP-43 (TDP43) o controles negativos de

agregados que no contienen TDP-43 (Sham), con o sin el pretratamiento con el
compuesto C13 descrito anteriormente (Comp13/C13) (Garske et al., 2011). De
esta forma, se sembraron células microgliales murinas SIM-A9 a las que tras

24 horas en cultivo se les realiz6 un pretratamiento con C13 a una

concentracion de 10 uM, o cantidades similares de DMSO (compuesto usado

como vehiculo para C13) durante 1 hora, para posteriormente exponerlas
durante 4 horas a 5 pg/mL de agregados de TDP-43 o Sham. Los resultados
obtenidos manifiestan un patente cambio en la transcripcion inmediata debido

al pretratamiento con C13 en un importante niumero de genes (Fig. 7 y Fig. 8).
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Fig. 7. C13 promueve cambios en la transcripcién temprana en células microgliales en el
modelo de agregacion de TDP-43 (parte ). A. Diagrama de Venn mostrando el total de genes
diferencialmente expresados (DEG) resultante de SLAM-Seq de células SIM-A9 tras la
estimulacién con 5 pg/mL de agregados de TDP-43 o Sham durante 4 horas y previo
tratamiento de una hora con 10 pM de C13 o su vehiculo (DMSO). Los resultados mostrados
son correspondientes a 3 experimentos independientes (N = 3). Para las comparaciones
“C13+Sham vs. Sham” y “C13+TDP43 vs. C13+Sham” se tomo un valor de p ajustado menor
de 0,05 (pAdj. <0,05), mientras que para las comparaciones “TDP43 vs. Sham” y “C13+TDP43
vs. TDP43” fue menor de 0,1 (pAdj. <0,1). Las listas de DEGs “Regulados por MOK” y “No
regulados por MOK” fueron generadas con los genes que sufrian cambios bajo la exposicion a
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agregados de TDP-43. B, Inferior. Diagrama de Venn mostrando el nimero de DEGs
identificados por Slam-Seq en cultivos de SIM-A9 estimulados como se ha descrito (N = 3).
Para las condiciones mostradas, “C13+Sham vs. Sham” y “C13+TDP43 vs. TDP43” se tuvieron
en cuenta genes con un p ajustado menor de 0,05 (pAdj. <0,05) o menor de 0,10 (pAdj. <0,10),
respectivamente. B, Superior. Prediccién de redes basadas en los dos sets de datos indicados
mediante GeneMANIA, donde los rétulos azules corresponden a DEGs y las rojas a genes
inferidos.

De manera interesante, dicha inhibicion mostré un significativo cambio en los
genes diferencialmente expresados (DEGs), ademas de verse afectadas las
redes de interaccion estimadas bajo el contexto de estimulacién generado por
los agregados de TDP-43 frente a Sham (Fig. 7). Es llamativo que en torno al
45% de los DEGs revelados bajo la estimulacion de los agregados de TDP-43
dejan de expresarse diferencialmente ante el tratamiento por C13, insinuando
una participacion de MOK en los procesos microgliales suscitados por los
agregados de TDP-43 (Fig. 8). Esta regulacion diferencial en la expresion
génica entre ambas comparaciones indica un efecto de C13 y la consecuente
inhibicién de MOK en el perfil transcripcional de las células microgliales tras la
exposicion a dichos agregados de TDP-43.
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Fig. 8. C13 promueve cambios en la transcripcién temprana de células microgliales en el
modelo de agregacién de TDP-43 (parte Il). A. Representacion mediante mapa de calor
(heatmap) de los perfiles de expresion relativos de los tratamientos “TDP43 vs. Sham” y
“C13+TDP43 vs. TDP43”, tomando un p ajustado menor de 0,05 (pAdj. <0,05) en ambos casos.
B. Grafico de volcan (volcano plot) representando a los DEGs de las comparaciones
“C13+Sham vs. Sham” y “C13+TDP43 vs. TDP43” (pAdj. <0,05). Para ambas figuras, las
estimulaciones corresponden a las descritas en la figura anterior (N = 3).

Tras ello, para detectar posibles proteinas cuyo estado de fosforilacion pudiera
estar regulado por la quinasa MOK en un contexto de ELA, se procedié a
realizar una co-inmunoprecipitacion de proteinas fosforiladas en residuos de
serina/treonina utilizando un anticuerpo anti-fosfo-Ser/Thr. Para ello, se
tomaron células de microglia primaria sometidas a estimulacion con 5 pg/mL de
agregados de TDP-43 durante 24 horas y pretratados o no con 10 puM del
inhibidor de MOK o su vehiculo, como se ha descrito anteriormente. Una vez se
obtuvieron los eluidos inmunoprecipitados a partir de las células lisadas, las
muestras fueron sometidas a cromatografia liquida con espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS), lo que permitié identificar una serie de

proteinas, algunas de ellas exclusivamente en la ausencia del inhibidor de
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MOK (Fig. 9A). Entre ellas, la apolipoproteina 7a (Apol7a), la proteina de
choque térmico 1L de 70 kDa (HSPALL), desmoplaquina (DSP) y Brd4,
teniendo esta Ultima un creciente interés e implicacibn en procesos
inflamatorios en microglia revisados en apartados anteriores (DeMars et al.,
2018; H. Wang et al., 2018; J. Wang et al., 2019).

Para identificar y cerciorar la participacion de Brd4 en el contexto de
inmunomodulacién y activaciéon de microglia de nuestro modelo, nuevamente
bajo la estimulacion de dichos agregados de TDP-43 o Sham durante 16 horas,
se realizd un pretratamiento durante 1 hora con 10 uM del inhibidor especifico
de la familia de proteinas BET, JQ1 (H. Wang et al., 2018) o DMSO (usado
como vehiculo), valorAndose posteriormente mediante ELISA los niveles de
TNFa extracelulares secretados por la microglia primaria (Fig. 9B). Con ello, se
observa que efectivamente la liberacion de citoquinas propiciada por los
agregados de TDP-43 se ve indudablemente suprimida bajo la inhibicion de
Brd4 por JQ1 en células primarias de microglia, revelando la implicacion del
lector epigenético en este modelo de ELA. Recapitulando y teniendo en cuenta
todos estos resultados, se observan indicios de que MOK juega un papel en la
modulacién de las respuestas inflamatorias microgliales inducidas por la
agregacion de TDP-43 y que, posiblemente, regula la fosforilacion de ciertas

proteinas, entre ellas Brd4, con un significativo rol en la respuesta inmune.
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Fig. 9. Identificacion de Brd4 como posible diana regulada por MOK a través de su
estado de fosforilacién. A. Proteinas identificadas y esquematizacion del andlisis por LC-
MS/MS de los eluidos obtenidos mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion con anti-fosfo-
Ser/Thr (Tabla 3) a partir de lisados de microglia primaria expuesta a 5 ug/mL de agregados de
TDP-43, pretratados durante 1 hora con 10 yM de C13 o DMSO (vehiculo). B. Determinacion
de los niveles de TNFa mediante ELISA a partir de microglia primaria expuesta a 5 yg/mL de
agregados de TDP-43 (TDP43) o agregados Sham durante 16 horas, pretratados durante 1
hora con 10 uM de (+)-JQ1 o su vehiculo. Los valores mostrados se normalizaron respecto al
control Sham, siendo estas medias + D.E. correspondiente a 2 experimentos independientes (N
=2).
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5.2. Relevancia e implicacion de MOK en la

sefalizacion de IFN tipo-l en microglia
Dado que la exposicion de células microgliales a los agregados de TDP-43

descritos en el contexto patolégico de ELA ha mostrado activar a NLRP3 via
inflamasoma (Deora et al., 2020; Leal-Lasarte et al., 2017; Zhao et al., 2015),
se procedi6 a valorar el impacto que puede tener la inhibicion de MOK en dicha
activacion. Coherentemente, en microglia primaria los niveles de citoquinas
dependientes del inflamasoma, como son IL-1B o IL-18, se ven
significativamente reducidos frente al estimulo de agregados de TDP-43
cuando se realiza un pretratamiento con el inhibidor de MOK, observado por

ELISA y por Western blot, respectivamente (Fig. 10).
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Fig. 10. Los agregados de TDP-43 disparan la respuesta inflamatoria, que se ve atenuada
por la aplicacion de C13 en microglia primaria. Determinaciéon por ELISA (N = 3) (A) y
Western blot (N = 2) (B) de citoquinas liberadas al medio por células de microglia primaria
estimuladas con 5 pg/mL de agregados de TDP-43 o Sham durante 16 horas, previo
tratamiento por una hora con el inhibidor C13 o su vehiculo (DMSO). Inmunomarcaje realizado
con el anticuerpo anti-IL-18 (Tabla 3). Los datos mostrados para la figura A son medias +
S.E.M. y el test estadistico usado t-Student, no pareado y de una cola (**p < 0,01, NS = No
significativo). La imagen B es representativa de 2 experimentos.

Con la misma idea, se procedié a comprobar el posible papel de MOK en la
modulacién de la respuesta inflamatoria general en microglia frente a LPS,
valorando la liberacién de citoquinas en condiciones de tratamiento con C13.
Para ello, se tomaron células de microglia primaria que fueron pretratadas con
Cl13 o DMSO, como se ha descrito con anterioridad, y posteriormente
estimuladas o no con 1 pg/mL de LPS a diferentes tiempos (4 horas en el caso
de TNFa o 16 horas en el caso de IL-6 e IL-13), y en cuyos sobrenadantes se
determinaron las diferentes citoquinas mediante ELISA. Como resultado, todas
las citoquinas sufrieron una reduccion significativa en sus niveles extracelulares
bajo la estimulacion con LPS cuando se realiza un tratamiento previo con C13
(Fig. 11A). Paralelamente, se obtuvieron resultados similares en la linea celular
SIM-A9 en cuanto a la secrecion de TNFa frente al mismo estimulo (Fig. 11B),
en las que ademas se observaron mediante Western blot los niveles de p65
fosforilado en la Ser®¥ (p-p65) en dichas condiciones experimentales,
observandose un incremento de p-p65 que no se replica cuando sea realiza el

pretratamiento con C13, indicando la alteracion de la via NF-kB (Fig. 11C).
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Posteriormente, para valorar los cambios transcripcionales ocurridos al realizar
el tratamiento con C13, en nuevamente un contexto inflamatorio promovido por
LPS, se tomaron células primarias de microglia a las que se les someti6 a
dicho estimulo por 5 horas, en presencia o no de pretratamiento con C13. Tras
la extraccion de ARN, se procedié a realizar un RNA-Seq, el cual revel6 158
DEGs. Con dichos genes se utilizé un analisis basado en Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) que permiti6 revelar y predecir reguladores maestros de la
expresion génica. Gracias a este andlisis se revelaron interesantes genes
reguladores aguas arriba de MOK que se encontraban inhibidos, como PML,
IRF1/3/7 o STAT1, mientras que otros como CEBPB, NFE2L2 y STATS3,

aparecen activados en bajo el tratamiento con el inhibidor de MOK (Fig. 11D).
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Fig. 11. La estimulacion por LPS dispara la respuesta inmune, se ve atenuada por C13y
revela reguladores maestros mediante RNA-Seq en células microgliales. A. Determinacién
de las citoquinas proinflamatorias TNFa, IL-6 e IL-1 mediante ELISA (N = 4) en sobrenadantes
de células de microglia primarias estimuladas o no con 1 yg/mL de LPS durante 5 (TNFa) 6 16
horas (IL-6 e IL-1B) previo tratamiento con C13 (10 uM) durante 1 hora. Se realizé un andlisis
de varianzas mediante el test de ANOVA unidireccional seguido por una prueba post-hoc de
Tukey. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 y NS = no significativo. B. Determinacion por ELISA
de TNFa a partir de sobrenadantes de la linea celular SIM-A9 bajo las mismas condiciones
experimentales que en el apartado (A) (N = 5). C. Cuantificacién de bandas por densitometria
(izquierda) e imagen representativa de Western blot (derecha) obtenidos de lisados celulares
de SIM-A9, tratados o no con 1 ug/mL de LPS durante 5 horas, previo tratamiento con 10 pM
de C13. Los datos representan medias + S.E.M. normalizados respecto al control no tratado y
el test estadistico usado t-Student, no pareado y de una cola (*p < 0,05, NS = No significativo)
(N = 4). Inmunomarcaje realizado con los anticuerpos anti-p-p65 y anti-p65 (Tabla 3). D.
Reguladores maestros de MOK con mejor puntuacion de prediccion mediante IPA a partir de
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los 158 DEGs revelados mediante RNA-Seq respecto a las condiciones “C13 vs. Vehiculo”
(pAdj. <0,05) en microglia primaria estimulada con LPS por 5 horas (N = 3). Los p-valores de

cada superposicion se muestran entre paréntesis para cada regulador.

Para indagar en el papel y participacion de la quinasa MOK en la respuesta
inflamatoria llevada a cabo por microglia, se generaron mediante ingenieria
CRISPR/Cas9 células microgliales de la linea SIM-A9 knockout para MOK
(MOK-KO) y su correspondiente version silvestre control (WT). Tanto el clon
WT como los 2 clones knockout para MOK (referidos aqui como MOK-KO o
KO-A7) fueron tratados y analizados como se ha descrito anteriormente en
lineas SIM-A9 silvestres o cultivos primarios de microglia, a excepcion de la
secuenciacion. En primer lugar, se secuenciaron los 3 clones (WT, MOK-KO y
KO-A7) para cotejar y confirmar los cambios realizados a nivel de secuencias
gendmicas respecto a las secuencias de MOK gendmico publicadas en bases
de datos (Fig. 12A). Los resultados muestran la adicibn de una citosina
localizada en el exdn 5 del gen (Cromosoma 12: 110.815.136) en homocigosis
que rompe la pauta de lectura normal de la proteina. Paralelamente, se analizé
la expresion de MOK mediante Western blot y RT-qPCR (Fig. 12B y C). Por
Western blot se observd en células WT una banda para MOK de
aproximadamente 65 kDa de tamafio aparente —coincidiendo con lo reportado
para tejido nervioso murino (T. Chen et al., 2013)— que no se observa en las
células knockout.
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Fig. 12. Caracterizacion de los clones obtenidos por CRISPR/Cas9. A. Alineamiento
mdltiple mediante la herramienta online Multialin de las secuencias de los clones y del ADN
gendmico de MOK de referencia. Se observa la adicién de una citosina en el cromosoma
12:110.815.136. Para la secuenciacion se utilizaron los oligonucleétidos “MOK_Geno” (Tabla
6). Comprobacion mediante Western blot (B, izquierda) y RT-gPCR (B, derecha y C) de la
expresién de MOK en los modelos de SIM-A9 silvestre (WT) y dos clones knockout para MOK
generados por CRISPR/Cas9, MOK-KO (B) y KO-A7 (C). El inmunomarcaje de Western blot se
realizé con el anticuerpo anti-MOK, revelando una banda de tamafio aparente esperado de 65
kDa (Tabla 3). El test estadistico realizado fue t-test, no pareado y de dos colas (***p < 0,001).

Paralelamente, se midié y determind la expresién de citoquinas ante el estimulo
por LPS y se observé un decremento de la secreciéon de citoquinas como IL-6,

TNFa, IFNB e IL-1a en los clones KO de MOK, valorado por RT-qPCR y ELISA
(Fig. 13).
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Fig. 13. Caracterizacion del fenotipo inflamatorio de los clones MOK knockout. A.
Cuantificacion por RT-gPCR de los niveles de los transcritos de diferentes citoquinas
proinflamatorias (IL-6, IFNB e IL-1a) de células de SIM-A9 WT y MOK-KO estimuladas o no con
1 pg/mL de LPS durante 5 horas (N = 3). Los datos muestran los valores de nivel de cambio
(fold-change) relativos a condiciones de estimulacion “control” no mostradas. #p < 0,01, ##p <
0,001, NS = no significativo, respecto a la condicién no estimulada. Se realizé un analisis de
varianzas mediante el test de ANOVA unidireccional seguido por una prueba post-hoc de
Tukey de los datos. B. Determinacion mediante ELISA de varias citoquinas proinflamatorias (IL-
6, TNFa, IFNB e IL-1a) de sobrenadantes de células SIM-A9 WT y MOK-KO estimuladas o ho
con 1 pg/mL de LPS durante 5 6 16 horas para IL-1a (N = 3). Se realizé un analisis de
varianzas mediante el test de ANOVA unidireccional seguido por una prueba post-hoc de
Tukey para destacar diferencias significativas. C. Determinacion por RT-gPCR del transcrito de
TNFa (izquierda) y por ELISA de citoquinas TNFa e IFNB (derecha) de cultivos celulares de
SIM-A9 WT y KO-A7 estimulados o no con 1 pg/mL de LPS durante 5 horas (N = 4). Se realiz6
un andlisis de varianzas mediante el test de ANOVA unidireccional seguido por una prueba
post-hoc de Tukey para desvelar diferencias significativas entre condiciones. *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001 y NS = no significativo.

Los resultados para dichas citoquinas, que fueron similares a los descritos
anteriormente usando el inhibidor C13 en microglia primaria y la linea SIM-A9
(Fig. 11A y B), fueron a su vez replicados mediante citometria de citoquinas

intracelulares (Fig. 14A). Para rescatar el fenotipo inflamatorio ante estimulos
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por LPS de los clones MOK-KO mediante la sobreexpresion de la proteina
FLAG-MOK recombinante, se procedié a la transfeccion de las células MOK-
KO con dos versiones diferentes de MOK (Miyata et al., 2001) y al posterior
andlisis de IL-6 por citometria de flujo. Por un lado, se transfecté con una
version silvestre de la quinasa MOK (MOK-WT), y por otro, con una version
mutada (kinase-dead, MOK-KD) de la proteina MOK carente de actividad
quinasa. Ambas versiones portaban un marcaje FLAG que permitio la
deteccion mediante citometria de flujo de células transfectadas. De esta forma,
se logré la recuperacion funcional del fenotipo inflamatorio bajo el efecto de
LPS en los casos transfectados con la version silvestre MOK, pero no
replicAandose en las transfectadas con la version mutada (Fig. 14B y C).
Teniendo en cuenta este resultado, todo parece indicar que la modulacién
realizada por MOK en las respuestas inflamatorias es llevada a cabo a través
de su actividad quinasa, la cual es necesaria para el desencadenamiento de los

mecanismos moleculares inflamatorios observados.
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Fig. 14. Recuperacion del fenotipo inflamatorio de los clones MOK-KO mediante la
sobreexpresién de MOK recombinante. A. Cuantificacion por citometria de flujo del
porcentaje de células SIM-A9 positivas para IL-6, tanto en células WT como MOK-KO,
estimuladas con 1 pug/mL de LPS durante 5 horas (N = 3). B. Recuperaciéon del fenotipo
funcional inflamatorio de respuesta ante el estimulo por LPS en células transfectadas con la
version silvestre de MOK (MOK-WT), no asi observable en la transfecciéon con la version
kinase-dead de MOK (MOK-KD) (N = 3). El test estadistico aplicado fue t-Student, pareado y de
una cola (*p < 0,05, **p < 0,01, NS = no significativo). C. Representacion gréafica de puntos de
las células transfectadas o no gracias al marcaje por FLAG (C, izquierda) y regiones
consideradas positivas para la transfeccién de células MOK-KO con los constructos de FLAG-
MOK. Los histogramas (C, centro y derecha) muestran las células contabilizadas como
positivas para FLAG incluidas en la region marcada, bajo las condiciones de estimulacion del
apartado B. Las graficas del apartado C corresponden a un experimento representativo.

Adicionalmente, para valorar el posible impacto que podria tener en la
viabilidad de motoneuronas las respuestas inflamatorias alteradas por la
ausencia de MOK, se busc6é un modelo de excitotoxicidad y con capacidad a

responder a estimulos de glutamato, fenémeno reportado extensamente en
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ELA (Provenzano et al., 2023). La linea celular NSC-34, linea hibrida de ratén
de neuronas embrionarias de meédula espinal y neuroblastomas, ha sido
extensamente empleada en el contexto de la ELA, convirtiéendose en una de las
herramientas celulares mé&s comunes para estudiar enfermedades
neurodegenerativas (Bernath et al.,, 2023; Gyawali et al., 2021; N.-Y. Lee &
Kang, 2017). No obstante, de acuerdo con nuestros experimentos, dicho
fendbmeno de toxicidad por glutamato sobre cultivos de NSC-34 no se replico,
pues no se produjo una clara alteraciéon de la viabilidad medida por MTT (Fig.
15A), convirtiendose asi en un modelo no valido como control de
excitotoxicidad dada la ausencia de respuesta a un contexto tipico de ELA.
Debido a que la falta de reaccién por parte de la linea neuronal ha sido
reportada anteriormente, sumada a la heterogeneidad de protocolos de cultivo
y diferenciacién publicados existentes (Hounoum et al., 2016), se procedi6 a
valorar este efecto en cultivos primarios de motoneuronas provenientes de
embriones de raton, los cuales si respondian correctamente a estimulos con
glutamato, viéndose reducida su viabilidad al medirla por MTT (Fig. 15B). Una
vez validado el modelo, a cultivos primarios de motoneuronas se les sometio
durante 16 horas a un 50% de medio condicionado por microglia, tanto WT
como MOK-KO, expuestas a LPS durante 24 horas junto a un 50% de medio
de motoneuronas fresco. Coherentemente, las motoneuronas expuestas a
medios condicionados por microglia WT bajo el estimulo de LPS sufrieron una
reduccion significativa en la viabilidad respecto a los medios condicionados por
microglia WT control, medida por microscopia de cribado de alta eficiencia
(HTS) y el kit de viabilidad LIVE/DEAD. Por otro lado, este efecto fue revertido
bajo la condicién inflamatoria inducida por LPS en medios condicionados por
células microgliales MOK-KO, indicando que, en un contexto inflamatorio, las
respuestas mediadas por MOK pueden tener un efecto neurotoxico (Fig. 15Cy
D).
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Fig. 15. Determinacion del efecto de medios condicionados por el clon MOK-KO sobre la
viabilidad de motoneuronas. A. Ensayo de viabilidad mediante MTT para valorar el efecto de
excitotoxicidad de diferentes concentraciones de glutamato durante 24 horas sobre cultivos de
NSC-34. B. Cuantificacion de los ensayos de viabilidad mediante MTT sobre cultivos de
motoneuronas primarias sometidos a estimulos por glutamato, control de muerte por MG132
(inhibidor del proteasoma que promueve la apoptosis) o control durante 16 horas. Los datos
corresponden a 3 experimentos independientes (N = 3). Para el analisis de los datos se utilizé
t-Student, pareada y de dos colas (**p < 0,01 y NS = no significativo). C y D. Imagenes
representativas (C) de cultivos de motoneuronas primarias mediante HTS sometidas a medios
condicionados por SIM-A9 WT o MOK-KO y su correspondiente cuantificacion (D). Para la
tincion se utilizé el kit de valoracion de viabilidad LIVE/DEAD. Los datos estan normalizados
respecto a cada condicidn control, y corresponden a 3 experimentos independientes (N = 3).
Para revelar diferencias significativas se utilizé T-Student, pareada y de dos colas (**p < 0,01y
*p < 0,05). La escala de tamafio corresponde a 200 um.

Con el modelo de SIM-A9 generado por CRISPR/Cas9, se realizd0 RNA-Seq
con las células microgliales WT y MOK-KO, estimuladas o no durante 5 horas
con 1 pg/mL de LPS para conocer los cambios transcripcionales
desencadenados por dicho estimulo en ausencia de la quinasa MOK.
Numerosos genes, tanto codificantes como no codificantes, fueron identificados
como DEGs, mostrando un relativo solapamiento entre ambas lineas celulares

y condiciones experimentales (Fig. 16). Coherentemente, el analisis de
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componentes principales (PCA) agrupa las diferentes réplicas biolégicas entre

si, explicando un 90% de la varianza de los transcritos identificados (Fig. 16A y

B). Destacablemente, al comparar las células WT con MOK-KO en condiciones

de LPS, se identificaron un total de 730 DEGs totales (Fig. 16C superior) y
424 DEGs codificantes (Fig. 16C inferior y D).

A

2004

-Logio P

PC2:21% varianza

20~

-20-

@ MOK-KO

® MOK-KO+LPS
& wr

© WT+LPS

v )
-40 -20

® NS

MOK-KO Ctrl vs. WT Ctrl

L0g:FC @ p-value

p-value and log; FC

°"...
0 20 40
PC1: 69% varianza

MOK-KO LPS vs. WT LPS

® NS ® Log2FC ® pvae @ p-valueandlog, FC

200 s

-Logso P
g

Log, fold change

Logy fold change



Mecanismos modulatorios de MOK en la regulacion de la respuesta inflamatoria de la microglia en ELA

c D i mok-Kko Lps

MOK-KO Ctrl WHLPS:
TP MOK-KO Ctrl;
vs WT Ctrl wrcai N

¢

MOK-KO Ctrl vs WT LPS vs {
MOK-KO LPS MOK-KOLPS (L —
I\ v [P —

&

it

€
| -
MOK-KO Crl WELIED -

g MOK-KO LPS
vs WT Ctrl <

Fig. 16. El clon MOK-KO muestra un perfil transcriptomico alterado frente a estimulos
inflamatorios (parte ). A. Andlisis de componentes principales (PCA) de los resultados del
RNA-Seq (N = 3). B. Volcano plot representando los 45661 transcritos identificados mediante
RNA-Seq de las células SIM-A9 WT y MOK-KO, tanto en condiciones control (B, izquierda)
como de estimulacion con 1 pg/mL de LPS durante 5 horas (B, derecha). Los genes con pAdi;.
<0,05 fueron considerados significativos. Los DEGs con los valores de p mas bajos y fold-
change mas altos estan etiquetados. C. Diagrama de Venn del analisis transcriptomico
mediante RNA-Seq del modelo WT y MOK-KO en la linea SIM-A9. El diagrama superior
muestra el total de DEGs revelados mientras que el inferior muestra los DEGs codificantes
entre las comparativas de ambas lineas, con o sin la estimulacion con LPS a 5 horas (N = 3).
pAdj. <0,05; log2 fold-change > 2 y < -2. D. Heatmap mostrando el analisis por agrupamiento
no supervisado de los 100 principales DEGs codificantes de proteinas basado en la expresion
relativa en las cuatro condiciones (N = 3).

Por otro lado, realizando un analisis por agrupamiento de la ontologia génica
(GO) de los resultados del RNA-Seq, se revel6 un enriquecimiento significativo
de vias y procesos bioldgicos relacionados con la activacion microglial, la
inmunidad innata, la regulacion de IFNa/IFNB (IFN tipo-l) y las respuestas
antivirales (Fig. 17).
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Fig. 17. El clon MOK-KO muestra un perfil transcriptomico alterado frente a estimulos
inflamatorios (parte Il). A. Andlisis por GO del total de DEGs implicados en procesos
biolégicos por su enriquecimiento, obtenidos mediante RNA-Seq bajo las condiciones
experimentales descritas en la figura anterior (Fig. 16). Los términos mostrados surgen de la
comparacion de las condiciones experimentales “WT LPS vs. MOK-KO LPS”. Entre paréntesis
se indica el p-valor de los resultados principales con al menos 3 genes regulados positiva o
negativamente. B. Heatmap mostrando el agrupamiento de 100 DEGs codificantes
identificados en la comparacion “WT LPS vs. MOK-KO LPS” (consistente en el 80% de los
principales genes regulados negativamente y el 20% de los principales genes regulados
positivamente, con el fin de mantener la proporcionalidad de los DEGs significativos revelados).
C. Representacion del fold-change (valores de cambio) de los 15 términos principales
obtenidos por GO de procesos bioldgicos y vias KEGG (del inglés Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) mediante el paquete PathfindR de R Studio. Para dicha representacion
se tomaron todos los DEGs restantes tras aplicar una criba de los fold-change de Log2 de +2
junto a un pAdj <0,05 en las comparaciones “WT Ctrl vs. MOK-KO Citrl” o “WT LPS vs. MOK-
KO LPS”.

Asi, teniendo en cuenta los DEGs en la comparacion de las condiciones de
células WT o MOK-KO en presencia de LPS, se evidencié un enriquecimiento
en términos relacionados con “respuesta antiviral”, “inmunidad innata” y
“regulacion positiva de la NF-kB” respecto a los controles (Fig. 18). Dicho
andlisis también resaltd rutas candnicas diferencialmente reguladas con

implicacion en “neuroinflamaciéon”, “piroptosis” y “TREM1”.

A B

WT Ctrl vs. WT LPS WT LPS vs. MOK-KO LPS
GO Procesos bioldgicos IPA Vias candnicas
MOK-KO LPS vs. WTLPS vs. Z-score
MOK-KO Ctrl WT Ctrl 6 4 2 0
Papel de la hipercitoqui ia/quimioquinemia | (2e12)
en la patogénesis de la influenza
1 " Vias de sefializacion neuroinflamatorias -] (59'6)
-log p-vaﬁue Vias de sefializacién de la piroptosis _|] (1e%)
) ) Vias de sefializacién de la fibrosis hepatica (39-6)
Respuesta inmune innata Papel de los receptores de reconocimiento de _| (2e19)
Regulacién positiva de la actividad del patrones en la infeccién viral y bacteriana
factor de transcripcion NF-kB Sefalizacién TREM1 -] (2e7)
Regulacién negativa de la liberacién s . 8
virica de la célula Sefializacién receptores tipo Toll = (6e®)
Respuesta a Interleuquina-1 Autofagia = (3e-ﬂ)
Regulacién positiva de la sef i6
NIK/NF-kB Sefializacion de la respuesta aguda =] (23‘5)
Respuesta a lipopolisacaridos Sefializacién de MAPK p38 = (4e7)

Fig. 18. El clon MOK-KO muestra un perfil transcriptémico alterado frente a estimulos
inflamatorios (parte Ill). A. Principales términos enriquecidos de procesos biol6gicos por
ontologia génica en la comparacion “WT Ctrl vs. WT LPS” de los 985 DEGs codificantes no
compartidos entre ambos grupos (827 + 158). Entre paréntesis se muestra el fold-enrichment
de cada término, basado en el p-valor y con al menos 3 genes regulados positiva o
negativamente. B. 10 principales vias candnicas obtenidas mediante andlisis IPA en base al p-
valor, mostrado entre paréntesis, y que se encuentran diferencialmente reguladas en la
comparacion “WT-LPS vs. MOK-KO LPS” (pAdj < e).
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En dltimo lugar, gracias al andlisis basado en IPA entre WT y MOK-KO en las
condiciones con LPS, salen a la luz varios genes activados de interés en
respuesta inmune como CITED2 y TRIM24, o inhibidos como IRF1, 3y 7,
STAT1 o BHLHEA40, siendo algunos reguladores transcripcionales maestros
comunes a los encontrados en los experimentos de microglia primaria descritos
anteriormente con C13 (Fig. 11D y Fig. 19A).

Consecuentemente, los niveles de expresion de IRF7, conocido y establecido
regulador transcripcional de la via de sefalizacion IFN tipo-l, fueron
determinados mediante RT-gPCR mostrando un coherente incremento de su
expresion en células WT bajo el estimulo con LPS, a diferencia de lo observado
en MOK-KO (Fig. 19B). Resumidamente, estos resultados en conjunto
demuestran una implicacion de MOK en la activaciéon microglial y la respuesta
inflamatoria modulada por las vias STAT1 y NF-kB, siendo un factor critico en

la induccién de IRF7/3 e IFN tipo-l y respuesta antiviral.

A _Inhibidos Activados B

) ' %%

B Kk
g  CITED2+ (2¢%) ) g | e
% TRIM24~ (4e) =] 3 1 Control
o IRF7 (4e5) N EJED Lps
S BHLHE404 (3e) N
8 IRF3- (7e29) %
0 STAT1- (2e28) o
& NONOS (1e19) o
o IRF1- (de2) s
&  NFATC2- (4e17) o
TP534 (1e7)
1 I I I 1 ] 1 1
8 6 -4 2 0 2 4 6 8 WT MOK-KO

Z-score

Fig. 19. El clon MOK-KO muestra un perfil transcriptémico alterado frente a estimulos
inflamatorios (parte IV). A. Diez principales reguladores de expresién maestros inferidos
mediante analisis IPA a partir de los DEGs codificantes de la comparativa “WT vs. MOK-KO”
tras la estimulacion con LPS. Puntuaciones Z (Z-score) positivas indican activacion vy
puntuaciones negativas reflejan inhibicion. Los resultados provienen de todos los genes que se
encontraron regulados diferencialmente en el analisis RNA-Seq DESeg2 en cualquier
comparacion con pAdj <e. El p-valor de superposicion se encuentra indicado entre paréntesis.
B. Determinacion por RT-qPCR de la expresion del transcrito de IRF7 en células SIM-A9 WT y
MOK-KO estimuladas o no con 1 pg/mL de LPS durante 5 horas. Los datos representan el fold-
change respecto a la normalizacion con la condicion WT Control (N = 4). Se realizo un andlisis
de varianzas mediante el test de ANOVA unidireccional seguido por una prueba post-hoc de
Tukey. Los datos mostrados consisten en medias * S.E.M. (**p < 0,01, NS = no significativo).
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5.3. Modulacion por MOK de larespuestainmune
mediante la regulacion de los niveles de

pBrd4>¢%y su unién a cromatina en microglia
En base a los resultados obtenidos en la inmunoprecipitacion de proteinas

fosforiladas en residuos de Ser/Thr seguido de LC-MS/MS (Fig. 9A), MOK
emerge como posible regulador, bien de forma directa o indirectamente, del
estado de fosforilacion de varias proteinas. Entre ellas, destaca un miembro de
la familia de proteinas BET revisado anteriormente, Brd4, al cual se le ha
atribuido recientemente gran importancia en mecanismos inflamatorios y en
enfermedades neurodegenerativas (Bao et al., 2017; J. Wang et al., 2019; N.
Wang et al., 2021). Para verificar si este lector epigenético esta involucrado en
nuestro modelo de microglia primaria y linea celular microglial como modulador
de la respuesta inflamatoria inducida por LPS, se tomaron cultivos primarios de
microglia o células SIM-A9 y se estimularon por 5 horas con LPS tras el previo
tratamiento con 10 uM del inhibidor (+)-JQ1 o su vehiculo (DMSO) durante 1
hora. Tras los tiempos pertinentes, se valoraron mediante ELISA los distintos
niveles de citoquinas proinflamatorias de los sobrenadantes, en concreto IL-6 y
TNFa, que mostraron una reduccion drastica de los mediadores de la
inflamacion analizados bajo la presencia del inhibidor (+)-JQ1, confirmando la
implicacién de Brd4 en la respuesta inflamatoria en nuestro modelo, ademas de

la eficacia de su inhibidor (Fig. 20).
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Fig. 20. Confirmacién de la modulacién de Brd4 en la respuesta inflamatoria observada
en microglia. Cuantificacion mediante ELISA de sobrenadantes provenientes de microglia
primaria (A) o células microgliales SIM-A9 (B) estimulados o no con 1 pg/mL de LPS durante 5
horas previo tratamiento durante una hora con 10 uM del inhibidor de Brd4, (+)-JQ1, o su
vehiculo, DMSO (N = 3). Para destacar diferencias significativas se realizd un test de ANOVA
unidireccional seguido por una prueba post-hoc de Tukey (**p < 0,01, ***p < 0,001).
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Seguidamente, para corroborar y validar los datos por co-inmunoprecipitacion
de proteinas fosforiladas en residuos de Ser/Thr y del analisis por LC-MS/MS
bajo el efecto o no de C13, se tomaron células de la linea SIM-A9 sometidas a
LPS durante 5 horas previo tratamiento con el inhibidor C13, como se ha
descrito anteriormente. Mediante Western blot, se observé una reduccion de la
forma fosforilada del lector epigenético, pBrd4Se92 en condiciones de
tratamiento con C13 (Fig. 21A). Con la misma idea, se realizaron
inmunofluorescencias contra pBrd4S¢492 en cultivos de microglia primaria bajo
la influencia o no de LPS durante 4 horas, e igual que anteriormente, la
influencia del pretratamiento con C13 por 1 hora (Fig. 21B y C). Tras realizar la
cuantificacion de las imagenes, se observd un aumento en los niveles
nucleares de Brd4 fosforilado en las células WT estimuladas con LPS,
consecuente con una regulacion positiva de la inflamacion. Por el contrario, la
administracion de C13 provocaba una reduccion de dichos niveles de

pBrd4ser92 mostrando una alteracion de la actividad de este lector epigenético.
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Fig. 21. Los niveles de pBrd4%°? se ven alterados por la influencia de C13 en un
contexto inflamatorio. A. Western blot de lisados celulares de cultivos de SIM-A9 estimulados
con 1 pg/mL de LPS por 5 horas previo tratamiento con 10 uM de C13 o su vehiculo (DMSO),
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como se ha descrito anteriormente. Para el inmunomarcaje se utilizaron los anticuerpos anti-a-
tubulina y anti-fosfo-Brd4 (Ser492) (Tabla 3). La imagen es representativa de 2 experimentos
independientes. B y C. Imagenes obtenidas por inmunofluorescencia confocal (C) a partir de
cultivos primarios de microglia estimulados durante 4 horas con 1 pg/mL de LPS previo
tratamiento durante 1 hora con 10 uM de C13 o su vehiculo (DMSO), y la correspondiente
cuantificacion de la intensidad de la sefal obtenida de las imagenes (B). Para el marcaje
fluorescente se utilizo el anticuerpo primario anti-fosfo-Brd4 (Ser492) (verde) y DAPI (azul) para
la contra tincion de los nlcleos. Los datos e imagenes mostrados corresponden a un
experimento, donde se analizaron 20 imagenes por condicién, y es representativo de dos
experimentos independientes. Para destacar diferencias significativas se realizé una t-Student,
no pareada y de una cola (*p < 0,05 y ***p < 0,001). La escala de tamafio mostrada
corresponde a 100 pm.

Coherentemente, estos resultados van en la misma linea que los observados
en los modelos de SIM-A9 MOK-KO y WT, donde mediante Western blot e
inmunofluorescencia y bajo el estimulo de LPS se refleja la reduccion de
pBrd4se492 respecto a Brd4 total (Fig. 22A y B). Similarmente, los niveles de
pBrd4se92 gumentan de nuevo en los nucleos de las células WT estimuladas
con LPS, observandose una reduccion en los niveles en MOK-KO bajo la
misma estimulacién (Fig. 22C y D). Todos estos resultados en conjunto
destacan con consistente firmeza el papel regulador que la quinasa MOK tiene

sobre Brd4 a nivel nuclear y su activacion bajo un contexto inflamatorio.
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Fig. 22. Los niveles de pBrd4%¢®2 se ven alterados por la carencia de MOK en un
contexto inflamatorio. A y B. Cuantificaciones (A) e imagen representativa del Western blot
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(B) de lisados provenientes de cultivos celulares de la linea SIM-A9 WT y MOK-KO,
estimulados o0 no con 1 pg/mL de LPS durante 1 hora. Inmunomarcaje realizado con anti-fosfo-
Brd4 (Ser492) y anti-Brd4, normalizados respecto a la sefial de Brd4 o a-tubulina,
respectivamente. Los datos mostrados corresponden a 3 experimentos independientes, cuyas
diferencias fueron resaltadas mediante t-Student, no pareada y de una cola (*p < 0,05y NS =
no significativo). C y D. Cuantificacion (C) e imagenes representativas obtenidas mediante
inmunofluorescencia y microscopia confocal (D) a partir de cultivos de SIM-A9 WT y MOK-KO,
estimulados o no con 1 pg/mL de LPS durante 1 hora. En verde, se muestra la sefial de
pBrd4se 92 (anti-fosfo-Brd4 (Ser492) (Tabla 3)) y en azul DAPI para la contra tincion de los
nucleos. Las imagenes son representativas de 3 experimentos independientes (N = 3). Para el
analisis de los datos se utilizé t-Student, no pareada y de dos colas (*p < 0,05 y NS = no
significativo). La escala de tamafio mostrada corresponde a 10 um. La intensidad de color de la
primera fila de imagenes ha sido incrementada un 50% para mejorar su visualizacion.

En consecuencia y en vista de los resultados obtenidos, para detectar la
posible modulacion de MOK sobre Brd4 en su funcion regulatoria mediante la
union a promotores de genes de citoquinas de interés, que en anteriores
resultados han mostrado estar reguladas por MOK en la respuesta de microglia
a LPS (IL-6, TNFa, IFNB) (Fig. 13), se realizé6 inmunoprecipitacion de
cromatina seguida de PCR cuantitativa (ChlP-gPCR). Para ello, cultivos SIM-
A9 WT y MOK-KO fueron estimulados o no con LPS durante 1 hora, tiempo
suficiente para que se produzca la union del lector epigenético a las regiones
promotoras de las citoquinas (Fig. 23). Como se esperaba, Brd4 reflejé un
enriquecimiento en las células SIM-A9 WT en las regiones promotoras de los
genes il6, tnfa e ifnB tras el estimulo con LPS. Sin embargo, este efecto se vio
reducido cuando se estudid6 en el clon MOK-KO, siendo el incremento
provocado por LPS no significativo, e incluso igualando el enriquecimiento de la

regiébn promotora a las condiciones control, como en los casos de il6 e ifng.
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Fig. 23. Valoracion de la union de Brd4 a las regiones promotoras de las citoquinas
proinflamatorias 1L-6, IFNB y TNFa mediante ChIP-gPCR. Los datos mostrados
corresponden al porcentaje de enriquecimiento con los anticuerpos anti-Brd4 y anti-IgG (Tabla
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3) a las correspondientes regiones promotoras respecto a la condicion no inmunoprecipitada
(input). Las muestras provienen de cromatina aislada de células SIM-A9 WT o MOK-KO
tratadas o0 no con 1 ug/mL de LPS durante 1 hora. Los datos mostrados corresponden a
medias + S.E.M. de 4 experimentos independientes (N = 4) (*p < 0,05, **p < 0,01, NS = no
significativo). Para obtener diferencias significativas entre los grupos se utilizé t-Student, no
pareada y de una cola.

Adicionalmente, la aplicacion del inhibidor de Brd4 y su control (-)-JQ1 —un
enantiomero del inhibidor que es usado como control inactivo ya que no exhibe
interacciones significativas con los miembros de la familia BET—, provoc6 una
esperada reduccion significativa de la unidén de Brd4 a las regiones promotoras
de las citoquinas estudiadas en células WT, efecto similar al observado para
las células MOK-KO (Fig. 24A). Esto demuestra la especificidad de la unién de
Brd4 medida en los ensayos. En consonancia, la valoracion de los
sobrenadantes mediante ELISA refleja una reduccion en la liberacién de estas
citoquinas proinflamatorias (Fig. 24B). Estos resultados muestran de manera
consistente un papel de la quinasa MOK en la regulacion positiva de genes
proinflamatorios y de IFN tipo-l inducida por LPS mediante la modulacién de
Brd4. Ademas, en conjunto, los resultados parecen indicar la existencia de
terceros mecanismos moduladores independientes de la unién de Brd4 a las
regiones promotoras, pero que si estarian mediados por la quinasa MOK y
contribuyen en la regulacién positiva de ciertas citoquinas en las respuestas

inflamatorias protagonizadas por microglia.
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Fig. 24. Efecto de (+)-JQ1 en la unién de Brd4 a las regiones promotoras de citoquinas
proinflamatorias. A. Resultados de ChIP-gPCR de cultivos celulares SIM-A9 WT tratados con
1 pg/mL de LPS durante 1 hora previo tratamiento por 1 hora con 10 uM del inhibidor o su
control ((+)-JQ1 vy (-)-JQ1). Los datos representan valores relativos en porcentaje respecto a la
condicién no inmunoprecipitada (input) de la unién de Brd4 a las regiones promotoras de las
citoquinas citadas. Los datos mostrados corresponden al porcentaje de enriquecimiento con los
anticuerpos anti-Brd4 y anti-lgG (Tabla 3). B. Determinacién mediante ELISA de citoquinas de
sobrenadantes de cultivos celulares de SIM-A9 WT o MOK-KO tratadas con 1 pg/mL de LPS
durante 4 horas previo tratamiento durante 1 hora con el inhibidor de Brd4. En ambos casos,
los resultados corresponden a medias + S.E.M. de 3 experimentos independientes (N = 3) (*p <
0,05, ***p < 0,001, NS = no significativo). Para extraer diferencias significativas entre las
condiciones se utilizé t-Student, no pareada y de una cola (A) o ANOVA unidireccional seguido
por una prueba post-hoc de Tukey (B).

5.4. El eje regulatorio bpMOK-pBrd4>°° esta

alterado en animales SOD1%%A
Dados los resultados obtenidos que muestran una alteracion de Brd4 modulada

por MOK, se procedié a estudiar el estado del eje bpMOK-pBrd4Se92 en
respuesta a LPS en el contexto de la ELA, para lo que se utiliz6 el modelo
preclinico de SOD1%%A, extensamente estudiado y reconocido (Deora et al.,
2020; Gerbino et al., 2020; Gois et al.,, 2020; Krasemann et al., 2017),
caracterizado ademas por presentar alteraciones a nivel de TDP-43 (Cai et al.,
2015; Jeon et al., 2019; Pasetto et al., 2017; Shan et al., 2009). Con este

modelo se generaron cultivos organotipicos de médulas espinales de ratones
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pre-sintomaticos, de unas 5 semanas de edad, tanto en animales SOD1¢9%A
como silvestres, en los cuales se estudiaron posibles cambios en los niveles de
la forma activa de la quinasa, MOK bifosforilada (bpMOK) en los residuos
Treonina'®® y Tirosinal®!, frente a estimulos inflamatorios por LPS durante 16
horas. Mediante inmunofluorescencia y captura de imagenes por microscopia
confocal, se observé que los niveles de bpMOK nucleares en animales WT no
sufrian cambios significativos ante estimulos por LPS. Sin embargo, los
animales transgénicos SOD1%%*A mostraban un significativo incremento de los
niveles de bpMOK cuando los cultivos organotipicos se sometian al mismo

estimulo inflamatorio (Fig. 25A).
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Fig. 25. El eje bpMOK-pBrd45e%2 esta alterado en ratones SOD1¢%A, A y B. Conjunto de
imagenes representativas obtenidas mediante microscopia confocal (derecha) del cultivo
organotipico de ratones silvestres o transgénicos de 5 semanas de edad, estimulados o no con
1 pg/mL LPS durante 16 horas. Para el inmunomarcaje se utilizé anti-bopMOK (A) o anti-fosfo-
Brd4 (Ser492) (B) (Tabla 3), y DAPI para la contra tincion de los nudcleos. La cuantificacion de
la sefial nuclear (izquierda) de cada proteina fue normalizada respecto al control sin estimular
de cada experimento (N = 3). El test estadistico usado fue, para ambos experimentos, t-
Student, no pareada y de dos colas (*p < 0,05, NS = no significativo). La escala marcada
corresponde a un tamafio de 25 pm.
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En paralelo y bajo esta misma metodologia experimental, se realizaron
ensayos similares en los que se marcdé la forma fosforilada de Brd4,
pBrd4se92  donde se observd un sustancial y significativo aumento de los
niveles de pBrd45¢92 en el nlcleo de las células de la médula espinal de
ratones sanos frente al estimulo con LPS (Fig. 25B). Por el contrario, en el
modelo de ELA de SOD1%%A se observa una significativa reduccién en los
niveles de pBrd4se92 nuclear frente al mismo estimulo. Estos experimentos
indican conjuntamente que el eje regulatorio de bpMOK-pBrd4se492 se
encuentra activado y alterado en contexto inflamatorio en el modelo murino de
ELA SOD1G%3A,

5.5. Los niveles celulares de MOK estan

alterados en ELA
En vista de los resultados expuestos que muestran una implicacion consistente

de MOK en células de microglia en el contexto de la respuesta inflamatoria de
la microglia a LPS y modelo celular de ELA, se procedio a estudiar el estado de
MOK en pacientes con ELA esporadica y modelos de ratbn SOD16%A,
Primeramente, se detecto tanto la forma nativa de la proteina como de bpMOK
en homogenizados de médula espinal de raton silvestre, mostrando en ambos
marcajes una banda de un tamafo aparente esperado de 65 kDa (Fig. 26A).
Tras ello, se realiz6 inmunohistoquimica (IHC) para determinar los niveles de
bpMOK tanto en cortes de médulas espinales humanas de pacientes de ELA-E
(y sus correspondientes controles sanos), como a ratones transgénicos del
modelo de ELA de TDP-432315T (Tg'™®P43) en etapas avanzadas (y sus
correspondientes controles sanos emparejados en edad). El estudio de visu de
las muestras revel6 que, a diferencia de lo observado en pacientes, las células
analizadas en el modelo preclinico de raton mostraban grandes diferencias de
tamafio entre las condiciones silvestre y transgénico (Fig. 26B izquierday C
derecha). Esto llevo a la normalizacion de las intensidades obtenidas por IHC
respecto al tamafio celular en ambos modelos. Llamativamente, tanto en el

modelo de ratdn transgénico como en pacientes con ELA-E, se observo un
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incremento significativo de la intensidad de bpMOK en comparacion a sus

respectivos controles (Fig. 26C y D).
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Fig. 26. Los niveles celulares de bpMOK estan alterados en animales transgénicos TDP-
437315T 'y pacientes de ELA. A. Imagen obtenida mediante Western blot a partir del
homogenizado de médula espinal de raton silvestre después del inmunomarcaje con los
anticuerpos anti-MOK y anti-bpMOK (Tabla 3). B. Cuantificacién del area celular de las
muestras usadas para inmunohistoquimica de ratones (izquierda) o humanas (derecha)
medidas en um?, provenientes de 3 animales para cada situacién experimental o 4 pacientes
para cada condicién (N = 3y N = 4, respectivamente). Se realiz6 t-Student, no pareada y de
una cola para destacar diferencias significativas. C y D. Ensayo de inmunohistoquimica de
médulas espinales de ratones transgénicos para TDP-43 (Tg™"4%) o silvestres y la
correspondiente cuantificacion (C) y medulas espinales de pacientes humanos diagnosticados
con ELA-E o respectivos controles y su cuantificaciéon (D). El inmunomarcaje se realiz6 en
ambos modelos con anticuerpo anti-bpMOK (Tabla 3). Las flechas sefialan ejemplos de células
valoradas en la cuantificacion de area e intensidad. El test estadistico usado fue, para ambos
experimentos, t-Student, no pareada y dos colas (*p < 0,05, NS = no significativo). La escala de
tamafio de ambos experimentos corresponde a 25 um.

Para determinar si los niveles de bpMOK estan especificamente alterados en
células microgliales en el contexto de ELA, se tomaron médulas espinales de
ratones SOD16%3A y silvestres (WT), tras la aparicién de los primeros sintomas
en los ratones transgénicos (unas 14 semanas de edad). Luego de aislar por
centrifugacion en gradiente una poblacidn celular enriquecida en microglia, se
cuantificaron las células que mostraban altos niveles de bpMOK (bpMOK") en

conjunto al marcaje de membrana celular de microglia, CD11b (K. Cho et al.,
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2020; Paolicelli et al., 2022), mediante citometria de flujo. Los resultados
mostraron un incremento del porcentaje de células microgliales marcadas con
altos niveles de bpMOK de mas de cinco veces en los animales transgénicos
para SOD1%%A (Fig. 27).
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Fig. 27. El modelo SOD1%%A presenta un enriquecimiento en células CD11b positivas con
altos niveles de bpMOK respecto animales WT. A. Anlisis por citometria de flujo de células
aisladas de médulas espinales mediante gradiente de separacién provenientes de animales
WT o SOD16%°A de 14 semanas de edad, al inicio de los sintomas (N = 9). Las poblaciones
fueron primeramente seleccionadas por el marcaje positivo de CD11b seguido del andlisis de
niveles altos para bpMOK (bpMOK"), Se realiz6 la prueba t-Student, no pareada y de dos
colas. B. Ejemplo de la estrategia de seleccion seguida en el aislamiento de células marcadas
con los anticuerpos anti-CD11b y anti-bpMOK (Tabla 3) para la seleccion de la poblacion
R1*R2. C. Histograma mostrando la sefial para bpMOK de la poblacién celular seleccionada
mediante los criterios (R1*R2) de CD11b* y SSC/FSC (del inglés Side Scatter/Forward Scatter).
Representativamente, en negro se muestran los resultados correspondientes a un ratén WT, y
en rojo a un ratén SOD1G%A,
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5.6. MOK como posible diana terapéutica en ELA

Finalmente, para descifrar un posible papel de MOK en la fisiopatologia in vivo
de la ELA, ademas de su potencial uso terapéutico en tratamientos clinicos, se
tomaron nuevamente ratones SOD1%%A a los que se les administrd
intraperitonealmente 20 pg de C13 o DMSO como vehiculo (2%) en un
volumen final de 100 pL, en dias alternos y durante 3 semanas, comenzando
en periodo pre-sintomatico a las 11 semanas de edad. A pesar de que la
prueba de movilidad mediante Rotarod no mostré diferencias entre ambos
grupos, la administracion de C13 si que tuvo un efecto frenando la pérdida de
masa relativa en el comienzo de la sintomatologia (Fig. 28A y B).
Concretamente, esta ventana fue maxima y significativamente diferente tras

una semana de la finalizacion del tratamiento.
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Fig. 28. Efecto de la administracion de C13 en el transcurso de la sintomatologia del
modelo murino SOD1%%A, A. Ensayo de motilidad de los ratones SOD1%%A mediante la
prueba de Rotarod realizado desde la semana 13 y repetido con regularidad cada semana
hasta el sacrificio de los animales (N = 6). B. Evolucién en el tiempo de las masas de los
ratones SOD1%%A, Las masas fueron normalizadas respecto al valor maximo alcanzado por
cada animal (porcentaje respecto al méaximo valor). Los animales fueron inyectados
intraperitonealmente con 20 ug de C13 o su vehiculo por dosis, calculado en base a las masas
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de los ratones, y comenzando en la semana 11 (previa a los sintomas) y durante una ventana
de 3 semanas (franja gris). Los datos mostrados (N = 6) consisten en medias + S.E.M. y el test
estadistico realizado fue ANOVA unidireccional seguido por una prueba post-hoc de Tukey (*p
< 0,05). C. Analisis mediante citometria de flujo de células aisladas a partir de médulas
espinales de ratén de 14 semanas de edad, tanto silvestre como SOD1%%A tratados con C13 o
su vehiculo (N = 6 para WT, N = 4 para cada tratamiento en SOD1¢934), Los datos mostrados
consisten en medias + S.E.M. a los que se les realiz6 el test t-Student, pareada y de una cola
(*p < 0,05, NS = no significativo).

A la luz de los resultados obtenidos, para discernir si la proteccion de los
animales del modelo de ELA resultante de la administracion de C13 esta
mediada por una reduccién de la activacion microglial en este contexto, se
analizaron los niveles de marcaje alto de CD11b (CD11b") en las células
aisladas a partir de médula espinal de ratones SOD1%%°A tras 14 semanas
(ademés de un tercer grupo de ratones WT), justo en el momento del final del
tratamiento con C13. Coherentemente, mediante citometria de flujo se observo
que la proporciéon de células CD11b" era significativamente menor en los
ratones WT que en los ratones SOD1¢%3A tratados con el vehiculo (Fig. 28C).
Llamativamente, la proporcion de células CD11b" era similar en las condiciones
de ratones WT respecto a los SOD1%%4 tratados con C13. Este resultado
indicé un efecto inhibitorio y apaciguador de la activacion microglial por C13 en
las médulas espinales de dichos ratones transgénicos, reflejando que MOK

esta involucrada en la neuroinflamacién en el contexto de ELA.

Adicionalmente, el analisis de la corteza motora de los mismos ratones mostro
mayores niveles de pBrd45¢°2 en animales tratados con el vehiculo frente a
los tratados con C13, observandose una reduccion significativa por la
administracion del compuesto (Fig. 29). En conjunto, todos estos resultados
indican una desregulacién de la proteina quinasa MOK y de las vias moduladas
por ella con implicacion directa en la fisiopatologia de la ELA, principalmente en

SNC y microglia, dotandole de un papel relevante en su desarrollo.
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Fig. 29. La administracion de C13 reduce los niveles de pBrd4%% en |a corteza motora
de animales SOD1%%A, Cuantificacion de niveles de pBrd4ser92 de imagenes pertenecientes a
la corteza motora del cerebro de ratones SOD169A, tratados con C13 o su vehiculo (N = 4). Los
ratones fueron tratados como se ha descrito anteriormente, sacrificados al alcanzar las 15
semanas de edad. Para el inmunomarcaje se utilizd el anticuerpo anti-fosfo-Brd4 (Ser492)
(verde) y DAPI (azul) para la contra tincion de los nucleos. Los datos mostrados consisten en
medias + S.E.M. a los que se les realizd el test t-Student, no pareada y de dos colas (**p <
0,01).
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6.Discusion

Aunque desde su descubrimiento se ha asociado a diferentes trastornos o
enfermedades (T. Chen et al., 2013; Huang et al., 2019), no ha sido hasta afos
recientes que la proteina quinasa MOK se ha relacionado e identificado en un
contexto neuropatolégico de ELA y de activacion microglial (Leal-Lasarte et al.,
2017), atribuyéndole una funcion en la inmunidad o en el SNC. En este sentido,
cada vez mas estudios destacan el papel que la superfamilia de las MAPKs (a
la cual pertenece MOK) y las vias en las que participan integrando sefales de
diferente naturaleza como diana interesante en el estudio en ELA (Gomes,
2024; Sahana & Zhang, 2021). Con todo ello, la presente investigacion amplia
el conocimiento acerca del alcance e implicacidbn que tiene esta Ser/Thr
quinasa; descubriendo a MOK tanto como mediador en la respuesta
inflamatoria en microglia, como su papel modulador de Brd4, ademas de la
alteracion del eje de esta quinasa en el contexto de la ELA o su uso como

prometedora diana terapéutica.

Hasta la fecha, no se han descrito dianas de MOK o reguladores aguas arriba,
ni tampoco vias de sefializacion con implicacién directa de la quinasa, mas alla
de su posible papel como modulador negativo del crecimiento ciliar mediante la
via mTOR en células renales epiteliales y de la apoptosis mediante la via de
sefalizacion de caspasas en mejillones (An et al., 2022; Broekhuis et al., 2014).
En sintonia con lo vislumbrado previamente por nuestro grupo (Leal-Lasarte et
al., 2017), los analisis por SLAM-Seq del perfil transcripcional temprano de
células microgliales frente a la exposicibon a agregados de TDP-43 y la
inhibicion o no de MOK, revelan el significativo papel de esta quinasa en este
modelo. Los numerosos genes movilizados y diferencialmente expresados,
tanto positiva como negativamente, en dicho contexto de ELA bajo la inhibicién
de MOK, invita a especular con un papel relevante de esta proteina (Fig. 7 y
Fig. 8). Entre estos DEGs identificados, podemos encontrar genes interesantes
con papel en la regulacion inmune, cuyo perfil transcriptomico en células de
microglia esta alterado. Por ejemplo: Naip2, gen que ha sido descrito formando
parte del complejo del inflamasoma, por tener un rol en la respuesta
inflamatoria frente a bacterias o la piroptosis (Kofoed et al., 2012); otro miembro

de la familia de las MAP quinasas, como MAPK14, que se ha descrito como
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activador de numerosas citoquinas proinflamatorias (Lo et al., 2014); ademas
de una Ser/Thr fosfatasa como es PPP5c, con funciones en diversas vias de
sefalizacion de respuesta a estrés ademas de encontrarse alterada en
Alzheimer (Amable et al., 2011; F. Liu et al., 2005).

En nuestro modelo de agregacion de TDP-43 en microglia, observamos que la
inhibicién de MOK por C13 (Garske et al., 2011) provoca la reduccion de la
produccion de diversas citoquinas proinflamatorias en células microgliales
primarias que han sido identificadas en pacientes de ELA (K. Kaur et al., 2022;
Wei et al., 2023; Yamamuro-Tanabe et al., 2023) (Fig. 10). Similarmente, la
respuesta inflamatoria inducida por LPS, incluida la activacion de la via NF-kB
(Buss et al.,, 2012), también se ve coartada bajo la inhibicion de la citada
quinasa, indicando un claro papel mediador de MOK en la respuesta de este

tipo celular (Fig. 11).

En vista del aparente papel e implicacion de MOK en la respuesta inflamatoria
de microglia y de las diferentes vias de sefializacion observado en los
resultados, se generaron clones knockout de MOK (MOK-KO) sobre la linea
microglial SIM-A9 (Fig. 12). Coherentemente, se obtuvieron resultados
similares en las lineas MOK-KO en comparacién a lo observado usando el
inhibidor de la quinasa, tanto en los niveles de citoquinas proinflamatorias
liberadas como en sus transcritos (Fig. 13). Asimismo, este efecto en la
reduccion de citoquinas proinflamatorias se observé ademas a nivel intracelular
mediante citometria de flujo; fenotipo que se vio revertido al sobreexpresar la
version silvestre de la quinasa en células MOK-KO. Sin embargo, este efecto
no se observd en las condiciones donde la sobreexpresion de MOK
recombinante se llevé a cabo con una versiéon sin actividad quinasa de MOK
(MOK-KD), indicando que la modulacién que realiza MOK sobre el sistema

inmune es, en gran medida, debido a su actividad fosforiladora (Fig. 14).

De igual manera, los analisis transcriptomicos por RNA-Seq predijeron
interesantes reguladores maestros aguas arriba de MOK. Consecuentemente,
la ausencia de la quinasa, tanto en los clones knockout para MOK como en el
modelo con C13, ven reducidos los niveles de conocidos componentes

reguladores de la respuesta inmune innata y adaptativa como son STAT1,
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IRF3, IRF7 o IRF1 (Fig. 11D y Fig. 19). La regulacién negativa de estos
elementos precede a una consecuente disminucion de la respuesta inflamatoria
y de IFN de tipo-l/antiviral, coherente con la menor liberacion de mediadores
proinflamatorios observada en nuestros experimentos (Hu et al., 2022; Ji et al.,
2023; Mogensen, 2019; X. Yang et al., 2022).

En la misma linea de ideas, el tratamiento con C13 en microglia primaria revela
la activacion de ciertos factores con descrita actividad antiinflamatoria como
STAT3, NFE2L2 o CEBPB. Aunque no coincidentes en el RNA-Seq de los
knockout, se ha reportado a STAT3 ejerciendo un papel antiinflamatorio (Ji et
al., 2023), ademas de observarse en mecanismos con el mismo fin en conjunto
a C/EBPB (Muromoto et al., 2022). La primera, tras estimular la transcripcion de
la segunda mediante la unién a su region promotora, promueve la transicién de
los macrofagos al fenotipo antiinflamatorio clasicamente llamado M2 (Chang et
al., 2023), ademas de estimular la actuacién del inhibidor NFKBIZ (IkB-(),
regulando negativamente la via NF-kB (Muromoto et al., 2022). Adicionalmente,
NFE2L2 (también conocido como NRF2) es un actor ampliamente conocido y
descrito en sefiales antiinflamatorias con implicacion en trastornos
neurodegenerativos, como por ejemplo ocurre en el eje regulatorio KEAP1-
NRF2 (Uruno & Yamamoto, 2023), siendo este factor de transcripcion un
regulador negativo de citoquinas proinflamatorias como IL-6 o TNFa
(Cuadrado, 2022).

Por otro lado, observando los resultados por RNA-Seq de los clones knockout
para MOK (Fig. 19), la ausencia de la quinasa predice la activacién de factores
como CITED2, una interesante molécula con capacidad de suprimir el fenotipo
polarizado proinflamatorio de macrofagos, ademas de reprimir un gran conjunto
de genes que promueven la inflamacion, como HF1a o STAT5 (Kim et al., 2020;
Zafar et al., 2023). En la misma linea, TRIM24 es un gen entre cuyas funciones
se encuentra también la polarizacion de los macréfagos hacia un fenotipo M2
mediante STAT6 y mediadores como IL-10 o IFNB1 (Hui et al., 2023; Yu et al.,
2019). Por el contrario, el factor de transcripcion BHLHE40 aparece inhibido en
el modelo MOK-KO, el cual ha sido reportado consistentemente como un
agente activador de la respuesta inmune en linfocitos y por actuar directamente

sobre genes proinflamatorios (Cook et al., 2020; Zafar et al., 2021), ademas de
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tener un emergente papel como actor en enfermedades autoinmunes y con
implicaciéon en el SNC (M. J. Cho et al., 2023; C. C. Lin et al., 2016). Cabe
destacar que BHLHE40 ha sido ademas recientemente descrito tomando un
papel regulador en los fenotipos de microglia DAM o MGnD (Krasemann et al.,
2017). En la misma linea, NONO actia como cofactor junto a PRDML1 en la
regulacion de IL-6 en células dendriticas derivadas de monocitos (K. Lee et al.,
2020).

Ademas, poniendo atencion en el total de DEGs revelados en la comparativa
entre la linea MOK-KO Yy silvestre mediante RNA-Seq, y analizando mediante
agrupacion los procesos biolégicos por ontologia génica (GO), destaca el
enriguecimiento en mecanismos inflamatorios, como la activacion de la
microglia, la regulacién negativa de la respuesta inmune innata, la regulacion
de la produccion de IFN tanto a como B, la via NF-kB y otros mediadores de la
inflamacion o la respuesta antiviral. Asimismo, mediante prediccién por IPA
destacan vias canonicas entre MOK-KO y WT con un papel en la piroptosis o
en la sefalizacion de la neuroinflamacién. También es digno de mencion la
apariciéon de la via de sefializacion mediada por TREM1, cuya inhibicién reduce
la polarizacién hacia el fenotipo M1 y el reclutamiento de neutréfilos, ademas
de regularse negativamente la activacion de vias inflamatorias mediante
NLRP3 y NF-kB (Li et al., 2019; Natale et al., 2019; Xu et al., 2021).
Curiosamente, la eliminacion de TREML1 reduce la capacidad de responder a
estimulos mediante TLR4 en macréfagos, a la vez que aumenta la produccion
de SOD1 (Natale et al., 2019). Consecuentemente, se han reportado niveles
altos de TREM1 en médulas espinales dafiadas de ratén (Li et al., 2019). Con
ello, de interés es la cada vez mayor implicacion de los miembros de la familia
TREM, principalmente TREM1/2, en enfermedades neurodegenerativas e
inflamatorias, ya que su papel en la inmunidad innata y la regulacion de la
transicion hacia el fenotipo DAM de la microglia ofrecen nuevos mecanismos
con alto interés terapéutico (Pelham & Agrawal, 2014; Xie et al., 2022) (Fig. 17
y Fig. 18).

Resumidamente, estos resultados ponen de manifiesto que MOK participa
significativamente en la neuroinflamacion, estando involucrada en la regulacion

de la inmunidad innata mediante distintas vias, siendo la respuesta inflamatoria
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y la de IFN tipo-l/antiviral sus dos mecanismos principales. Esta respuesta de la
microglia mediada por MOK es ademas potencialmente neurotéxica, ya que
cuando dicho fenémeno es promovido por la exposicion de medios
condicionados por microglia estimulada con LPS en motoneuronas primarias se

ve mitigado en ausencia de la quinasa (Fig. 15).

Mediante este trabajo, una vez identificado y definido la influencia que posee la
quinasa MOK en la modulacion del sistema inmune y la represion que conlleva
su ausencia o la inhibicidon de la actividad fosforiladora, se estudiaron posibles
dianas moleculares aguas abajo de MOK. De esta forma, se logré identificar en
nuestro modelo celular de microglia frente a agregados de TDP-43, mediante
co-inmunoprecipitacion seguida de LC-MS/MS, varias proteinas candidatas a
poseer un estado de fosforilacibn modulado por MOK en un contexto de ELA
(Fig. 9). Asi, por ejemplo, se identificaron proteinas como Apol7a, perteneciente
a la familia de apolipoproteinas L cuya expresion parece estar modulada por
citoquinas inflamatorias como IFNB (Uzureau et al., 2016); desmoplaquina,
proteina perteneciente al citoesqueleto con relevancia en numerosas
cardiopatias y enfermedades pulmonares (He et al.,, 2023) y HSPAI1L, cuyos
polimorfismos han sido relacionados con numerosas enfermedades (Huusko et
al., 2018; Takahashi et al., 2017).

Sin embargo, es el lector epigenético Brd4 el que despertd mayor interés pues,
como se ha desarrollado con anterioridad, ha sido involucrado en numerosos
mecanismos celulares entre los que destacan especialmente el cancer, la
regulacién del ciclo celular, la apoptosis o la modulacién del sistema inmune
(Bao et al.,, 2017; Sun et al.,, 2023). A pesar de su relevancia y de los
numerosos estudios publicados acerca de los genes dependientes de Brd4 y
gue ésta misma proteina modula, los agentes corrientes arriba que regulan su
propia actividad han sido poco estudiados hasta el momento. Como se
referencidé anteriormente, se ha demostrado que la caseina quinasa Il (CK2)
regula la actividad del lector epigenético mediante la fosforilacién del residuo
Ser*¥?, pero existe escasa informacién acerca de otros posibles moduladores
(Wu, 2013). Este hecho enaltece el interés en encontrar nuevos moduladores

de Brd4 que permitan obtener mas eslabones en la cadena regulatoria de la
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respuesta inflamatoria y que tengan interés desde un punto de vista clinico en

enfermedades neuroinflamatorias.

De esta forma, los puntos en comun que relacionan a Brd4 con la modulacion
del sistema inmune, nuestros resultados que muestran el papel de MOK en
dicha regulacion, y sumado a los resultados obtenidos por co-IP y LC-MS/MS,
todo invita a elucubrar que uno de los mecanismos por los que la quinasa MOK
regula la respuesta inmune sea a través del estado de fosforilacion y activacion
de la bromo-proteina, bien directamente o mediante la modulacién de terceros
actores como CK2. Inequivocamente, nuestros resultados indican una relacién
directa en un contexto inflamatorio inducido por LPS como se observa a nivel
nuclear, en la que la ausencia de la actividad de MOK en nuestros modelos,
bien dado por el efecto de C13 o en los clones knockout, conlleva una
reduccion de la presencia de la forma fosforilada de Brd4. Esta relacion explica
la reducciébn observada en la liberacibn de citoquinas proinflamatorias
determinada en nuestro modelo microglial frente a la estimulacién con LPS
(Fig. 11A y B, y Fig. 13), hecho que se corrobora con el decremento de la
union de Brd4 a las regiones promotoras de dichos mediadores de la
inflamacion (Fig. 23 y Fig. 24). Este enclave modulatorio podria ser una
interesante diana terapéutica para la reduccion de la toxicidad provocada por la
neuroinflamacion mediada por Brd4, como ya proponen algunos autores para
distintas enfermedades con afeccion del SNC y componentes inflamatorios
(Rudman et al., 2018; Y. F. Tan et al., 2020; J. Wang et al., 2019; Y. Zhou et
al., 2019; Zhu et al., 2023).

Curiosamente, en presencia de LPS el sustancial decremento de la union de
Brd4 a las regiones promotoras de genes proinflamatorios conducido por la
ausencia de MOK, como es el caso para il6 e ifn8, no es trasladable con la
misma magnitud al caso de tnfa, donde es posible explicar esta menor
respuesta mediante otros mecanismos que no impliquen la union directa de
Brd4 a dichas regiones. A pesar de ello, las vias activadas serian también
dependientes de Brd4 y MOK, dado los resultados obtenidos por la
determinacion de citoquinas en presencia de los respectivos inhibidores. Entre
los mecanismos descritos que pudiesen estar modulando la expresion de esta

citoquina proinflamatoria de manera dependiente de Brd4, se encuentra la via
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NF-kB y su inhibicion mediante la modulacion del ARN mensajero de IkBa (Bao
et al., 2017; Zhu et al., 2023). Adicionalmente, IRF1 también ha sido
relacionado como un importante co-activador de las sefiales inflamatorias y de
migracion microglial junto a Brd4, coherentemente con lo mostrado en los

resultados por RNA-Seq del presente estudio (Baek et al., 2021).

Dado el papel mostrado por MOK en nuestro modelo celular de ELA bajo la
agregacion de TDP-43, y al papel descrito para Brd4 en la modulacion del
sistema inmune cuya regulacion esta alterada en nuestro modelo microglial y
afectada por la quinasa MOK, los indicios mostraban que el eje regulatorio
bpMOK-pBrd4se92 en |a respuesta inflamatoria podria estar afectado en un
contexto neurodegenerativo como la ELA. Para investigar esa relacién, se
prepararon cultivos organotipicos provenientes de médulas espinales de
ratones silvestres y transgénicos SOD1%%4 antes de evidenciar los primeros
sintomas de la enfermedad (5 semanas de edad) (Fig. 25). En contraposicion a
lo observado para los animales silvestres, el importante aumento en los niveles
de bpMOK para los animales SOD1 tras la estimulacion con LPS se vio
correlacionar con una reduccién en los niveles de pBrd4%e492  indicando una
desregulacion en el eje bpMOK-pBrd43e92 tal vez debido a una saturacion de
la via. Asimismo, células de microglia aisladas a partir de médula espinal de
animales SOD1%%3A mostraron un enriguecimiento de niveles altos de la forma
activa de MOK, bpMOK, respecto a los controles silvestres (Fig. 27).
Destacablemente, los resultados histologicos de médulas espinales, tanto en
pacientes de ELA-E como en animales del modelo TDP-43, manifestaban un

aumento significativo de bpMOK en las etapas avanzadas de la enfermedad.

Estos resultados permiten proponer a MOK como una atractiva diana
terapéutica, pudiendo actuar como un punto de regulacién critico de la
neuroinflamacién. Es de resaltar que, a pesar de que a animales SOD16%4 a
los que se les administré el compuesto C13 durante un tiempo limitado no
redujeron su pérdida motora, si que vieron ralentizada la pérdida de peso
inducida por el avance de la enfermedad durante una ventana de tiempo
posterior a la finalizacion del tratamiento (Fig. 28), lo cual es un fenémeno que
puede ofrecer posibles beneficios clinicos (Patin et al., 2016; Shao et al., 2023).

Teniendo en cuenta que el modelo SOD1 presenta un desarrollo de la
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enfermedad muy agresivo y que el tratamiento fue interrumpido en el estadio
post-inicio sintomatoldgico, esta ventana de proteccion podria mostrarse mas
amplia con la administraciéon continuada del compuesto y utilizando otros
modelos de ELA. Coherentemente, los niveles altos de activacion microglial
reportados por CD11b (CD11b") observado para animales SOD16%# al finalizar
el tratamiento se vieron revertidos por el tratamiento con C13, reflejando una
reduccion en la microgliosis y por tanto en la neuroinflamacion. De la misma
forma, el tratamiento con el inhibidor de MOK refleja una reduccion en los
niveles de pBrd45e92 en la corteza motora de ratones SOD16% frente a los
tratados con el vehiculo (Fig. 29), en linea con una actividad reguladora de los

niveles de Brd4 fosforilado por parte de MOK in vivo.

En conjunto, todos estos resultados permiten establecer una vision interesante
sobre la fisiopatologia de la ELA, mostrando un poco estudiado y novedoso
actor gracias al papel que se ha descrito en este trabajo acerca de la quinasa
MOK sobre el eje neuroinflamatorio en microglia (Fig. 30) y los efectos de su
consecuente desregulacion en el SNC. Asimismo, los experimentos muestran
un efecto de MOK dependiente de su actividad quinasa, con capacidad de
regular, directa o indirectamente, a la primera diana descrita de la quinasa, el
lector epigenético Brd4. Esta proteina, ampliamente conocida por contener
funciones proinflamatorias, ve su eje de activacion alterado bajo la ausencia de
MOK, afectando directamente a la union a las regiones promotoras de
activadores de la inflamacion y su produccion. Esta activacion de la inflamacién
modulada por MOK mediante la regulacién de Brd4 gana interés dada la cada
vez mayor importancia que reciben las alteraciones epigenéticas en ELA y
otras enfermedades neurodegenerativas (Delgado-Morales 2017; Berson et al.,
2018; Martella et al., 2023; Sun et al., 2023). Ademas, en base a los resultados
obtenidos en tejido animal —tanto in vivo como in vitro— y de pacientes, la
candidatura de MOK como diana terapéutica gana peso por los fenbmenos
observados con su delecion, como son la mitigacion de la neuroinflamacién, de
la activacion microglial y por los efectos fisiopatoldgicos que se desregulan y se

desencadenan en enfermedades neurodegenerativas.
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Fig. 30. Modelo propuesto del mecanismo de actuacion de MOK mediante Brd4 en
células de microglia ante estimulos inflamatorios. Segun esta propuesta, las células de
microglia responderian a estimulos inflamatorios —como seria LPS o los diferentes DAMPs,
PAMPs 0 NAMPs— movilizando numerosos mecanismos con accién proinflamatoria. A modo de
ejemplo, el reconocimiento de LPS por receptores TLR4 estimula a la forma activa de MOK,
bpMOK (fosforilado en Thr1% y Tyr161), promoviendo la union de Brd4 a regiones promotoras de
citoquinas inflamatorias —como IL-6, TNFa, IFNB y posiblemente IL-1— ademas de promover
terceros efectores proinflamatorios independientes de Brd4, desarrollandose estos mecanismos
con la implicacién de vias de IFN Tipo-I (IRF7/3) y NF-kB. Como resultado final, la liberacion de
estos mediadores inflamatorios promoveria la degeneracién de las neuronas. Los inhibidores
respectivos de MOK y Brd4, C13 y JQ1, reducirian el fendmeno proinflamatorio de estas
proteinas. Figura generada mediante Biorender.com

Esta investigacion sienta bases que permitirian identificar vias de sefalizacion
y moléculas implicadas en la neuroinflamacién en ELA, ofreciendo nuevos
puntos regulatorios con interés terapéutico. Futuras investigaciones en esta
linea que pongan el foco en estas moléculas podrian ayudar a comprender los
efectos y funciones de MOK en etapas iniciales del desarrollo de Ila
enfermedad, de la arquitectura neural, la inflamacion y sus inicios y el
mantenimiento de la homeostasis, aportando con ello nuevas formas de

modular y controlar el avance de la enfermedad.
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En resumen, este estudio desvela nuevas propiedades de MOK con implicacion
en la respuesta inmune ademas de su relacion con el SNC, controlando la
respuesta inflamatoria de una manera dependiente o independiente de Brd4,
donde los mecanismos de la quinasa juegan un papel fehaciente en ELA, con
una importante implicacion en la fisiopatologia de la enfermedad.
Adicionalmente, esta investigacion revela una via de sefalizacion en
neuroinflamacion, dotando a MOK de gran interés terapéutico y clinico tanto
para la ELA como para otras enfermedades con patente componente

neurodegenerativo e inflamatorio.
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7.Conclusiones
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El pretratamiento con C13 provoca grandes cambios en la transcripcion
temprana de células de microglia primaria expuesta a agregados de TDP-
43, indicando que MOK moviliza numerosos mecanismos moleculares en

este contexto.

La exposicion de células de microglia primaria a agregados de TDP-43
dispara la respuesta inflamatoria en estas células, viéndose ésta reducida

ante el pretratamiento por C13 o el inhibidor de Brd4, JQ1.

En células de microglia knockout para la quinasa MOK se ven reducidos los
niveles de transcritos de citoquinas proinflamatorias y de IFN de tipo | y la

produccion de éstas ante estimulos inflamatorios.

La ausencia de MOK en células de microglia MOK-KO en condiciones de
LPS predice mediante analisis de RNA-Seq la regulacion negativa de
numerosos actores moleculares proinflamatorios y la activacion de

moduladores antiinflamatorios.

La respuesta inflamatoria modulada por MOK se debe en gran medida a su
actividad quinasa, viéndose este fenotipo revertido en células de microglia

MOK-KO cuando se sobreexpresa la version silvestre de MOK.

Medios condicionados por células de microglia WT estimulada con LPS
tienen un impacto negativo en la viabilidad de cultivos de motoneuronas
primarias, no reproducible si estos medios son condicionados por células de
microglia MOK-KO.

MOK regula el estado de fosforilacion del residuo critico Ser492 de Brd4 y

modula la unién de Brd4 a promotores de citoquinas proinflamatorias.

El eje bpMOK-pBrd4se92 de respuesta a LPS se encuentra alterado en

tejido de médula espinal de ratones SOD1%%4 en etapas pre-sintomaticas.

Los niveles de la forma activa de MOK, bpMOK, se encuentran alterados
positivamente en células de médula espinal, tanto en animales transgénicos

TDP-43%315T como en pacientes de ELA.



Conclusiones

La microglia aislada de médulas espinales de ratones SOD1 en etapas

sintomaticas tempranas presenta altos niveles de bpMOK.

La administracion recurrente de C13 durante un periodo de tiempo limitado
en animales SOD16%A a partir del estadio pre-sintomatico reduce la
activacion de la microglia, los niveles de pBrd4s¢4°2 en la corteza motora y

modifica el transcurso de la enfermedad.
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ABREVIATURAS
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9.Abreviaturas

ADN: Acido desoxiribonucléico

ARN: Acido ribonucléico

ASOs: Oligonucledtidos antisentido

BDNF: Factor neurotrofico derivado de cerebro
BET: Bromodomain and Extra-Terminal Domain
Brd4: Bromodomain containing 4

C9orf72: Chromosome 9 open Reading Frame 72
CK2: Caseina Quinasa 2

CNTF: Factor neurotrofico ciliar

DAM: Microglia asociada a enfermedad

DAMP: Patrones moleculares asociados a dafo
DEGs: Genes diferencialmente expresados
DFT: Demencia frontotemporal

DMSO: Dimetilsulfoxido

ELA: Esclerosis lateral amiotréfica

ELA-E: Esclerosis lateral amiotrofica esporadica
ELA-F: Esclerosis lateral amiotréfica familiar
EMA: European Medicines Agency

FDA: Food and Drugs Administration

FUS: Fused in Sarcoma

GDNF: Factor neurotréfico derivado de células gliales

GO: Ontologia génica



Abreviaturas

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos

HTS: Microscopia de cribado de alta eficiencia
IFN: Interferdn

IGF: Factor de crecimiento insulinico

IL: Interleuquina

IPA: Ingenuity pathway analysis

KD: Kinase-dead

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KO: Knockout

LC-MS/MS: Cromatografia liquida con espectrometria de masas en tAndem
LPS: Lipopolisacéarido

MGnND: Fenotipo microglial neurodegenerativo
MIARN: Micro-ARN

MOK: MAPK/MAK/MRK overlapping kinase

MRI: Imagen por resonancia magnética

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio
NO: Oxido nitrico

OPTN: Optineurina

PCA: Analisis de componentes principales

PET: Tomografia por Emision de Positrones
PP2A: Proteina fosfatasa 2A

RIPK1: Receptor-Interacting Kinase 1

RNA-Seq: Secuenciacion del transcriptoma completo por clonacion al azar
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ROS: Especies reactivas de oxigeno

SNC: Sistema nervioso central

SOD1: Superdéxido dismutasa

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
TARDBP: Transactive Response DNA Binding Protein
TBK1: TANK-Binding Kinase 1

TFG: Factor de crecimiento transformante

TLR: Toll-like Receptor

TNF: Factor de necrosis tumoral

TREM: Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells



