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3. MONITORITZACIO DE L'EXPRESSIO GENICA A GRAN
ESCALA EN FIBROBLASTES EMBRIONARIS DE RATOLI.

Els coneixements actuals sobre el mecanisme fisiopatologic de la X-ALD sén
molt escassos. Davant d'aquest fet, i donada la complexitat del procés biologic, hem
cregut oportuna la utilitzacié de les micromatrius de cADN (microarrays) per esbrinar
els efectes de la inactivacio del gen ald sobre I'expressié del genoma. Aquesta nova i
poderosa tecnologia permet l'analisi de I'expressid génica de tot el genoma
(transcriptoma complet) sota determinades condicions o bé, com en el nostre cas, d'un
determinat nombre de gens (transcriptoma parcial) que podrien ser susceptibles de ser

modificats com a consequiéncia d'una perturbacié (la mutacié del gen ald).

Per aconseguir el nostre objectiu, hem aprofitat la tecnologia de micromatrius
de cADN disponible a I'lGBMC i hem construit una micromatriu de cADN que
representa a 16.000 gens murins. Les sondes seleccionades representen als gens
implicats en les principals vies anaboliques i cataboliques del metabolisme dels lipids,
donant una importancia especial a les vies de la B-oxidacié peroxisomal i mitocondrial.
Hi hem inclos enzims, transportadors, receptors nuclears i cofactors que participen tant
en la sintesi com en la degradacié d'acids grassos, aixi com aquells que estan
relacionats amb el metabolisme del colesterol i de lipids complexos. Per altra banda, i
tenint en compte que la X-ALD és una malaltia neurodegenerativa, hem inclos enzims
rellevants per a la sintesi i manteniment dels axons i de la mielina, molecules
d’adhesié neural, factors de transcripcid neuronals, canals ionics i proteines gap-
junction. També hem introduit citoquines i enzims implicats en inflamacio, activacié de
la microglia, regeneracié, degeneracié i envelliment. Finalment, hem inclos totes les

proteines peroxisomals identificades fins al moment.

Mitjangant aquesta micromatriu de cADN, hem analitzat I'expressio génica en
cultius de fibroblastes embrionaris de ratoli (MEFs). S’han utilitzat cultius de MEFs
establerts a partir de dos clons Ald ko i dos clons Wt. Tots aquests clons son de sexe
masculi i procedeixen de la mateixa camada, fet que contribueix a reduir la variabilitat
interindividual. Amb aquests cultius podem analitzar les diferéncies en I'expressio
génica que es deriven de la inactivacio d'ald (variable genotip). Alhora, I'analisi
transcripcional ha estat ampliat a I'efecte del tractament amb acid hexacosanoic
(C26:0). Tenint en compte que aquest compost s'acumula a causa de la inactivacio
d’ALDP i que podria tenir un cert grau de participacio en el mecanisme fisiopatologic

de la X-ALD, és d‘esperar que una sobrecarrega indueixi canvis en el patré d’expressio
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génica. Aixi doncs, la meitat dels subcultius derivats de cadascun dels clons ha estat
tractada amb C26:0 (8.2uM) durant 48h, mentre que la resta s’ha continuat cultivant
amb medi estandar. La concentracié de C26:0 utilitzada pel tractament comporta un
augment de 20 vegades del nivell d’aquest compost respecte I'existent en el medi

estandar (determinat previament a través de cromatografia de gasos (CromG)).

Per tal de comprovar |'efectivitat del tractament amb C26:0, hem mesurat el
nivell d'aquest compost en els nostres cultius a través de CromG. En condicions de
cultiu normals, els MEFs Ald ko presenten 5 vegades més de C26:0 que els MEFs Wt.
Després del tractament amb C26:0, el nivell d'aquest compost en MEFs Wt augmenta
14 vegades respecte del nivell detectat en condicions de cultiu estandar. En MEFs Ald
ko, el tractament amb C26:0 incrementa 8 vegades el nivell d’aquest compost respecte
el detectat en condicions de cultiu estandar. D’aquesta manera, els MEFs Ald ko
presenten 3 vegades més de C26:0 que els MEFs Wt quan el medi és enriquit amb

aquest compost.

3.1. EFECTES DETECTATS EN L’EXPRESSIO GENICA.

A continuacié presentem alguns dels resultats obtinguts amb les dades extretes
de la micromatriu de cADN. En el primer apartat es tractaran les diferéncies basades
en el genotip, mentre que en el segon es tractaran les diferéncies que es deriven del
tractament amb acid hexacosanoic. En ambdos casos es presentara una llista amb
alguns dels gens d’expressio alterada, que s’han elegit en base a les informacions
bibliografiques obtingudes i es discutira sobre la seva possible relaci6 amb el factor
estudiat. Cal tenir en compte que aquestes dades son preliminars i que cal la seva
verificacié posterior a través d'altres tecniques com la hibridacié Northern o la RT-PCR

quantitativa.

3.1.1. EFECTES EN L’EXPRESSIO GENICA BASADES EN DIFERENCIES A
NIVELL DE GENOTIP (ALD KO VS WT).

En aquesta seccid presentem alguns efectes detectats en I'expressid génica en
base a una diferéncia de genotip dels MEFs (Ald ko vs Wt), independentment de les
condicions de cultiu que hagin rebut. A través de I'analisi de les micromatrius de cADN,
hem detectat 395 gens amb un nivell d’expressid alterat en els clons Ald ko en
comparacio als Wt. D’aquests 395 gens, 261 es troben reprimits en els clons Ald ko
mentre que 134 es troben sobreexpressats. Entre els gens reprimits cal destacar la

preséncia d'abcdl, el gen codificador d’ALDP i Gnic control positiu de I'experiment.
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Aquest fet és destacable de cara a la validacié del metode de tractament de dades
utilitzat en aquest estudi. El nivell d’expressio del gen abcdl en els clons Ald ko és del
30% respecte el Wt.

Entre els gens amb I'expressio alterada en els clons Ald ko, n’hem trobat dos
grups que, degut a la seva funci6é, podrien estar relacionats amb el procés
fisiopatologic de la X-ALD. Un dels grups esta constituit per gens amb funcions
relacionades amb el metabolisme lipidic, mentre que l'altre inclou gens implicats en el

procés de senyalitzacio dels inositols (taula 4.4).

Dins del grup de gens relacionats amb el metabolisme lipidic, n’hi ha tres que
participen en la sintesi de lipids: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, serina-
palmitoiltransferasa i UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa. La 3- hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa es troba implicada en la sintesi de colesterol. Catalitza la
reduccio del B-hidroxi-pB-metil glutaril CoA a acid mevalonic a través de 2 molécules de
NADPH. Aquest enzim és el regulador de la via de sintesi del colesterol. El seu gen
codificador es troba reprimit en els clons Ald ko (60% respecte el Wt, taula 4.4), fet que

podria conduir a una disminucio6 de la sintesi de colesterol.

Pel qué fa als altres dos gens implicats en la sintesi lipidica, la funcié dels seus
productes estaria relacionada amb la formacié dels esfingolipids. La serina-
palmitoiltransferasa catalitza la sintesi de la dihidroesfingosina o esfinganina,
precursor de I'esfingosina. Aquesta Ultima dona lloc a la ceramida, que és el precursor
de tots els esfingolipids. La UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa patrticipa en
la sintesi dels glucocerebrosids tot catalitzant la transferéncia d’'una glucosa a la
ceramida. El gen codificador de la serina-palmitoiltransferasa es troba sobreexpressat
en els clons Ald ko (150% respecte el Wt, taula 4.4), fet que podria conduir a un
augment de la sintesi d’esfingolipids. En canvi, el gen que codifica per la UDP-glucosa
ceramida glucosiltransferasa es troba reprimit en els clons Ald ko (47% respecte el Wt,
taula 4.4). Aixo es podria traduir en una disminuci6 de la sintesi de glucocerebrosids,

la qual cosa podria afavorir la formacio d’un altre tipus d’esfingolipid.

A més dels gens implicats en la sintesi lipidica, hi ha dos gens que participen
en la transferencia de fosfolipids entre membranes, els quals es troben reprimits en els

clons Ald ko (taula 4.4). Aquests gens codifiquen per la proteina transferidora de
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ALDP

[METABOLISWE LIPIDIC

3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA red uctasa
Proteina transferidora de Fosfatidilcolina
Froteina transferidora de Fosfatidilinositol
UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa
Sarina-palmitoiltransferasa

Oxysteral binding protein-like 1A (OSBR)

[RECEPTOR NUCLEAR]
FPAR gamma

[V1A DE SENYALITZACIO DELS INOSITOLS]

Receptor acoblat a la proleina G
Fosfolipasa C delta

Ciacilglicerol cinasa alfa
Fosfatidilinositol 3-cinasa
Arrestina beta 2

Y% d'expressio respacte el Wt

30

B0
57
56
47
150
150

53

53
60
66
B3
B5

TAULA 4.4, Gens gue presenten un nivell d'expressio alteranl en MEFs Ald ko respects de MEFs Wt
Les dades han estat obtingudes a partir de 'analisi de micromatrius de cADN.
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fosfatidilcolina (57% d’expressi6 en ['Ald ko respecte el Wt) i la proteina
transferidora de fosfatidilinositol (56% d'expressio en I'Ald ko respecte el Wt).
Aquestes proteines poden aportar o retirar fosfolipids dels indrets on tenen lloc
reaccions enzimatiques que impliguen a aquestes molecules. D’aquesta manera
poden participar en processos importants, com és el manteniment dels nivells de
diacilglicerol a I'aparell de Golgi (necessaris pel transport de proteines a la membrana

plasmatica), a través de la regulacié del seu consum en la formacié de fosfatidilcolina
278

La “oxysterol binding protein-like 1A” (OSBP) és una altra proteina
relacionada amb el metabolisme lipidic. El seu gen codificador es troba sobreexpressat
en els clons Ald ko (150% respecte el Wt) (taula 4.4). Aquesta proteina s’uneix a
oxisterols, que sén derivats oxigenats del colesterol que participen en la regulacié de la
homeostasi del colesterol ?°. Alguns efectes coneguts dels oxisterols consisteixen en
la disminuci6 de la sintesi de colesterol, i en 'augment de I'esterificacio del colesterol i

de la sintesi d’esfingomielina.

La OSBP esta distribuida entre el citosol i les membranes de I'aparell de Golgi.
Aquesta proteina transloca a I'aparell de Golgi en resposta a alteracions en el trafic de

colesterol #°, deplecié6 de colesterol a la membrana plasmatica 2%

, I quan uneix
oxisterols ?®2, La funci6 exacta de la OSBP es desconeix, pero la seva interaccié amb
'aparell de Golgi en resposta als esterols és significativa perqué aquest organul té un
paper important en el transport de colesterol. A l'aparell de Golgi es realitza
'assemblatge entre els rafts rics en colesterol/esfingolipids i la caveolina. Aquests rafts
estan implicats en el transport de colesterol des del RE fins a la membrana plasmatica,

a través de I'aparell de Golgi 2%

Alguns estudis indiquen que la OSBP esta implicada en el procés de sintesi del
colesterol i de I'esfingomielina. La sobreexpressié d’aquesta proteina en ceél.lules CHO
(Chinese Hamster Ovary) déna lloc a una disminucié del 50% en la sintesi d'ésters de
colesterol i un augment de la sintesi de colesterol quan es cultiva en un medi

deslipidat, o en preséncia d’oxisterols 2®.

Aquest efecte seria contrari al que
produeixen els oxisterols quan la OSBP no esta sobreexpressada. En canvi, la
sobreexpressi6 de OSBP en cel.lules CHO potencia els efectes estimuladors dels
oxisterols en la sintesi d’esfingomielina. Els oxisterols promourien la translocacio de

OSBP a I'aparell de Golgi, on estimularia la conversi6 de ceramida a esfingomielina 2%°.
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Les dades procedents del transcriptoma indiquen clarament que la inactivacié
d’ALDP i la consequent acumulacio de C26:0 es tradueixen en una reorganitzacio de
I'expressio de gens relacionats amb el metabolisme lipidic (processos de sintesi i de
transport de lipids). La variacio en els nivells d’expressié d’aquests gens podria conduir
a una modificacié de la composicio lipidica de les membranes cel.lulars. Aquest fet,
que probablement tindria repercussions importants en I'estructura i manteniment de les
membranes, podria ser una de les claus per explicar el procés de desmielinitzacié que
es produeix a SNC en els pacients X-ALD amb la forma cerebral, i a SNP en els

pacients AMN.

Les dades obtingudes de I'experiment amb la micromatriu de cADN també
revelen que el gen codificador de PPARy es troba reprimit en els clons Ald ko (63%
d’expressio respecte el Wt, taula 4.4). PPARy és un receptor nuclear conegut
principalment per la seva patrticipacié en el procés de diferenciacié dels adipocits. En
aquest procés es produeix un augment de I'import de lipids i del metabolisme anabolic
i una disminucié de la lipolisi. Tots aquests canvis estan orquestrats per PPARy a
través del control de I'expressié dels gens implicats en aquests processos. Aquest fet
podria posar de manifest una possible relacié entre l'alteracié del nivell d’expressié de
PPARy en MEFs Ald ko i els canvis en el nivell d’expressi6 que hem descrit
anteriorment per alguns gens relacionats amb el metabolisme lipidic en aquestes
mateixes cel.lules. Per a aixo caldria estudiar primer si PPARy pot exercir algun control

en I'expressié d’aquests gens (enumerats a la taula 4.4) en aquest tipus cel.lular.

A més dels gens implicats en el metabolisme lipidic, existeix un segon grup de
gens amb I'expressio alterada en els clons Ald ko. Aquest segon grup de gens esta
relacionat amb la via de senyalitzacido dels inositols (taula 4.4). Entre aquests
destaquen els gens codificadors de la fosfolipasa C (8) (PLC?) i de la diacilglicerol
cinasa (a) (DGKa), ambdos reprimits en els clons Ald ko (60% i 66% d’expressio,
respectivament, en comparacié al Wt). La PLCS hidrolitza el fosfatidilinositol 4,5-
bifosfat (PIP2), per donar lloc a 2 missatgers intracel.lulars secundaris: diacilglicerol
(DAG) i inositol 1,4,5-trifosfat (IP3). El DAG media I'activacio de la proteina quinasa C
(PKC), mentre que IP3 media I'alliberament intracel.lular de calci des del RE. La DGKa
fosforila el DAG convertint-lo en acid fosfatidic, el qual és també un missatger
secundari. L'accié d’'aquests dos enzims, la PLC? i la DGKa, és molt important en el
procés de transduccié de senyals, ja que controlen els nivells cel.lulars de DAG.

Aquest missatger secundari esta implicat en molts processos, fet pel qual ha d'estar
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ben regulat per mantenir unes condicions fisiologiques normals. Tenint en compte la
importancia de la funcié d’aquestes dues proteines, la seva repressid podria tenir

cosequencies rellevants per a la cel.lula.

La PLCS és activada a través de calci, com totes les altres isoformes d’aquest
enzim. En canvi, la seva activitat no esta controlada per la familia de proteines G ni per
la tirosina cinasa, al contrari del que succeeix per altres isoformes. A SNC de rata, la
PLC3 esta molt expressada en cel.lules de I'astroglia, que és un dels tipus cel.lulars
gue media la resposta inflamatoria cerebral en la X-ALD i, en canvi, molt poc
expressada en neurones %%’ Pel qué fa a la DGKao, s’ha vist a través d’hibridacions
in situ en cervell de rata que es troba expressada en oligodendrocits perd no en
neurones “®. En estudis immunohistoquimics posteriors s’ha confirmat I'expressié de
la DGKa a la matéria blanca, perd en canvi no s’ha detectat la seva expressio a la

mielina del sistema nervids periféric 2*°

. Tenint en compte que els dos fenotips
principals de la X-ALD so6n una forma cerebral (caracteritzada per una
desmielinitzacié) i una neuropatia periférica (AMN), el patr6 d’expressio de la DGKa
podria convertir al seu gen codificador en un bon candidat a modificador de la malaltia
X-ALD. Prenent totes les informacions en conjunt, creiem que seria interessant de
realitzar estudis addicionals per veure si PLC3 i DGKa tenen alguna relacié amb el
mecanisme fisiopatologic de la X-ALD i, en concret, amb la resposta inflamatoria que

caracteritza la forma més agressiva de la malaltia.

Els altres gens implicats en la via de senyalitzacio dels inositols i que es troben
amb l'expressié alterada en MEFs Ald ko codifiguen per les seglents proteines:
fosfatidilinositol-3-cinasa, receptor acoblat a la proteina G i arrestin 2. Tots ells es
troben reprimits en els clons Ald ko (65%, 53%, 65% d’expressid, respectivament, en
comparacio al Wt, taula 4.4). La fosfatidilinositol-3-cinasa genera fosfatidilinositol
3,4-bifosfat i fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat. Aquests substractes sGn potents i selectius
activadors de les isoformes de PKC pertanyents a les noves classes, mentre que no
tenen massa efecte sobre les isoformes classiques o atipiques ?°. Pel qué fa als
receptors acoblats a la proteina G, aquests transmeten els senyals extracel.lulars a
I'interior de la cel.lula. Aquests receptors estimulen la proteina G, la qual pot activar la
PLCP i donar lloc a la formacié dels missatgers secundaris DAG i IP3, que alhora
conduiran una série de respostes. L'arrestin 2 també es pot unir a aquests receptors.
De fet, les arrestines condueixen el procés d'aturada de transmissio de la senyal tot

unint-se al receptor fosforilat. A més, també son capaces de mediar una série de
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processos de senyalitzacio, com és l'activacio de la cascada de senyalitzacio de les
MAP Kinases. Tots aquests resultats suggereixen fortament la possibilitat que el
mecanisme de senyalitzacid dels inositols estigui implicat en el mecanisme

fisiopatologic de la X-ALD.

3.1.2. EFECTES EN L’EXPRESSIO GENICA BASADES EN EL TRACTAMENT AMB
ACID HEXACOSANOIC (C26:0) (TRACTAMENT AMB C26:0 VS NO TRACTAMENT)

En aquest apartat presentem algunes alteracions géniques basades en el
tractament dels MEFs amb C26:0 (independentment del genotip de les cél.lules). En
base a aquest factor, hem trobat 500 gens alterats a nivell d'expressié a través de les
dades obtingudes de les micromatrius de cADN. D’aquests, 229 gens es troben
reprimits i 349 gens sobreexpressats en els clons tractats amb C26:0 respecte dels no

tractats.

Entre els gens amb I'expressid alterada en els cultius tractats amb C26:0,
volem destacar, en primer lloc, la presencia d’alguns gens relacionats amb I'estrés
oxidatiu (taula 4.5). En les cel.lules tractades amb C26:0, hem detectat un increment
del nivell d'expressio dels gens codificadors de la peroxirredoxin 5 i de la
peroxirredoxin 6 (153% i 188% d'expressio, respectivament, en comparacié als
cultius no tractats). Les peroxirredoxines son proteines antioxidants que protegeixen a
les cél.lules del dany oxidatiu a través de la reduccié de peroxid d’hidrogen i de
peroxids organics. Aquest resultat suggereix I'existéncia d’'un augment de l'estrés
oxidatiu en les cel.lules tractades amb C26:0. Anteriorment ja hem indicat que I'addici6
de C26:0 en cultius de cel.lules glials de rata amplifica I'efecte de certs compostos
inductors d’estrés oxidatiu, augmentant de forma significativa la produccié de radicals
lliures respecte de les cél.lules no tractades amb C26:0 '*. A més, aix0 posa de
manifest la relacié que aquest compost podria tenir amb la deteccié d’'un increment de

la peroxidacio lipidica en pacients X-ALD **'.

Hi ha un segon grup de gens, relacionats amb el metabolisme lipidic, que
també tenen el nivell d’expressié alterat en les cél.lules tractades amb C26:0. Entre
aquests gens destacariem la sobreexpressio del gen que codifica per la fosfolipasa
A2 (200% d’expressio en cél.lules tractades respecte de les no tractades, taula 4.5).
La fosfolipasa A2 hidrolitza I'enlla¢ éster sn-2 dels fosfolipids i allibera un acid gras.
Representa el mecanisme directe d’alliberament d’acid araquidonic dels fosfolipids de
membrana, el qual és precursor d'eicosanoids i prostaglandines. En relacié a

l'increment de peroxirredoxines esmentat anteriorment, cal dir que la peroxidacio dels
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ESTRES OXIDATIU|

Feroxiredoxin &

Feroxiredoxin &

[WMETABOLISME LIPIDIC|

Fosfolipasa A2

Froteina transportadora d'acids grassos (FATP4 o SIc27)
Fatty acid-binding protein § (FABPS)

Fafty acyl-CoA sinthetase {FACL4)

Acil-CoA oxidasa 1 {ACOX1)

3-hid roxi-3-metilglutaril-CoA sintasa

ABCG1

Apalipoprotain b

Fosfatidilinositol 3-cinasa

% d'expressio respecte els
nao tractats amb C26:0

153
188

200

63
196
153
170

55
162
166

55

TAULA 4.5. Gens que presenten un nivel| dexpressic allerat en MEFs tractats amb G26:0 respecte
de MEFs no tractats. Les dades han estat obtinqudes a partir de 'analisi de micromatrivs de cADN.
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fosfolipids de membrana esta acompanyada per un increment de Il'activitat de la
fosfolipasa A2 ?'. S’ha suggerit que aquesta proteina és necessaria per reparar

aquest tipus de dany peroxidatiu 2.

Alguns dels gens amb I'expressi6 afectada en les cél.lules tractades amb C26:0
tenen funcions relacionades directament amb acids grassos. Aquests gens codifiquen
per una proteina transportadora d’'acids grassos (Slc27a4 o FATP4), una sintetasa
d’acids grassos (FACL4), una proteina que uneix acids grassos (FABP5) i I'acil-CoA
oxidasa 1 (ACOX1) (taula 4.5). FATP4 esta reprimit en les cél.lules tractades amb
C26:0 (63% d'expressio respecte les cél.lules no tractades). Aquesta proteina s’ha vist
expressada a les cél.lules epitelials de I'intesti prim, i és capac de transportar LCFASs i
VLCFAs, fet que suggereix la possibilitat que pugui estar implicada en I'import de
C26:0 a linterior dels MEFs. En canvi, els gens codificadors de FACL4, FABPS i
ACOX1 es troben sobreexpressats en les cel.lules tractades amb C26:0 (153%, 196% i
170% d’expressio6 respecte les cel.lules no tractades, taula 4.5).

FACL4 és una proteina que activa els LCFAs tant per a la sintesi de lipids cel.lulars
com per a la seva degradacié via B-oxidacio. Se li ha descrit una preferencia per I'acid
araquidonic com a substracte *®, fet que podria estar relacionat amb I'increment
d’expressio de la fosfolipasa A2 detectat en aquestes cél.lules. Pel que fa a FABP5, és
una proteina que uneix acids grassos a l'interior de la cél.lula. Es creu que la unid
d'acids grassos a aquestes proteines podria facilitar la descarrega de proteines
transportadores (com la FATP4) i de sintetases (com la FACL4) ?**. D’aquesta manera
actuaria com un tamponador d'acids grassos a nivell intracel.lular. | I'Gltima de les
proteines mencionades, la ACOX1, és un enzim que catalitza la primera reacci6 del
procés de B-oxidacié d'acids grassos a la mitocondria, i és on recau el control
d’aquesta via metabolica. L'increment de I'expressié d’aquest gen posaria de manifest
una relacié entre la B-oxidacio peroxisomal de VLCFAs i la B-oxidacié mitocondrial de

LCFA, fet que ja ha estat demostrat en un altre estudi *®.

Si tenim en compte les funcions dels productes que codifiquen els gens fatp4,
facl4, fabp5 i acox1, les alteracions detectades en els seus nivells d’expressié semblen
ser coherents amb una major concentracié d’acids grassos lliures a linterior de la
cél.lula. D'aquesta manera hauriem identificat algunes proteines que podrien estar
implicades en el metabolisme de I'acid hexacosanoic i que, per tant, podrien tenir

alguna participacio en el mecanisme fisiopatologic de la X-ALD.
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Els MEFs tractats amb C26:0 també presenten una alteracid del nivell
d’expressio de tres gens implicats en el metabolisme i homeostasi del colesterol.
Aquests gens codifiquen per la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa, I’Apoliproteina M i
el transportador ABCG1. El primer gen es trobaria reprimit en els MEFs tractats amb
C26:0 (55% d’expressio respecte les cél.lules no tractades, taula 4.5), mentre que els
gens codificadors de I'Apolipoproteina M i d’ABCGL1 es troben sobreexpressats (162%
i 166% d’expressid, respectivament, en comparacié a les cél.lules no tractades, taula
4.5). La 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa catalitza el primer pas de la sintesi del
colesterol, proveint el substracte de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coa reductasa, que
actuaria just després. Aquest darrer enzim es trobaria reprimit en els clons Ald ko, tal
com hem comentat abans, la qual cosa estableix un paral.lelisme entre el factor
genotip i el factor tractament amb C26:0. Pel qué fa a I'Apolipoproteina M i ABCG1,

aquestes estan implicades en el transport revers del colesterol.

Finalment, en els MEFs tractats amb C26:0 hi ha una disminucié del nivel
d’expressio de la fosfatidilinositol-3-cinasa (65% d’expressio respecte les cél.lules
no tractades, taula 4.5). Aquest mateix efecte havia estat detectat en MEFs Ald ko, la
qual cosa posaria de manifest una possible relacio entre els nivells de C26:0, el

mecanisme de senyalitzacio de l'inositol i el mecanisme fisiopatologic de la X-ALD.

No s’han trobat altres alteracions comunes pels factors genotip i tractament
amb C26:0, i el baix nombre de mostres disponibles no ens ha permés d'estudiar
directament la interaccié entre ambdues variables a través de la comparacio dels clons
Wt i Ald ko tractats amb C26:0. Aquest darrer aspecte seria particularment interessant
per elucidar el paper d'aquest compost en el mecanisme fisiopatologic de la X-ALD,
per la qual cosa creiem que cal repetir I'experiment perd amb un nombre de mostres
suficient com per poder tractar les dades estadisticament (prenent clons de sexe

masculi Ald ko i Wt procedents de diverses camades).

L'experiéncia que acabem de presentar ha estat (til de cara a I'aprenentatge
d’'aquesta técnica llarga i complexa, i ha contribuit a I'establiment i posada a punt de
les condicions per a futurs experiments. Amb aquests resultats hem pogut fer un
primer cribatge dels gens que presenten una alteracio de la seva expressio a causa de
I'abséncia d’ALDP o del tractament amb C26:0. La possible relacié d’aquests efectes
amb el mecanisme fisiopatologic de la X-ALD resta per aclarir i obre una nova area

d’investigaci6. L'aplicacio d’aquesta metodologia seria especialment interessant per a
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la monitoritzacié génica en subtipus cel.lulars dels diferents teixits diana de la malaltia,

sobretot en oligodendrocits i en cél.lules de Schwann.
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CONCLUSIONS | PERSPECTIVES

1)

2)

3)

4)

5)

La determinacié d'acids grassos en teixits procedents del ratoli Ald/tg ens ha
permeés de demostrar que la sobreexpressié d’ALDRP (5-10 vegades respecte el
Wt) en el ratoli Ald ko és capacg de corregir, per se, els nivells anomals de C26:0 en
tots els teixits on s’havien detectat (cervell, medul.la espinal, nervi ciatic i glandula
adrenal). Les nostres dades constitueixen la primera prova, in vivo, que la
sobreexpressio d’ALDRP té un efecte operatiu en la normalitzacié dels nivells

patologics de C26:0 derivats de la inactivacio d’ald.

A través de la RT-PCR gquantitativa hem demostrat que tant I'absencia d’ALDP i/o
d’ALDRP, aixi com la sobreexpressio d’ALDRP, no condueixen a cap modificacio
de I'expressio, a nivell de mARN, dels altres membres de la subfamilia proteica
ABCD en cap dels teixits murins analitzats (cervell, medul.la espinal, nervi ciatic,
glandula adrenal i fetge). Creiem necessaria, pero, I'analisi del nivell proteic dels
transportadors ABCD en aquests teixits per poder descartar I'accié de mecanismes

de regulacio post-transcripcionals.

La composicié d'acids grassos saturats de la glandula adrenal dels ratolis Ald ko,
Aldr ko i Ald/aldr ko apunta clarament a la implicaci6 d’ALDP i d’ALDRP en el
transport peroxisomal d’aquests compostos. Els nostres resultats indiquen, per
primera vegada, I'existéncia d’una especificitat de substracte diferencial d'ambdues
proteines per aquests compostos, basada en la longitud de cadena de I'acid gras.
En concret, ALDRP mostra una preferencia pels acids grassos saturats de 20 a 24
carbonis (ambdos inclosos), mentre que ALDP la mostra pels acids grassos

saturats de 24 i 26 carbonis.

El solapament detectat a glandula adrenal en la preferéncia d’ALDP i ’ALDRP pel
C24:0, juntament amb els increments sinergetics de C24:0 a cervell i medul.la
espinal del ratoli Ald/aldr ko, posen en evidéncia una redundancia funcional entre
ALDP i ALDRP pel transport d’aquest substracte, amb una eficiéncia similar per

part d'ambdues proteines.

La composicié de ®9-MUFAs a nervi ciatic i a glandula adrenal del ratoli Aldr ko
ens ha permes posar de manifest, per primera vegada, la implicacié d’ALDRP en el

transport peroxisomal d’aquests compostos. Aguesta proteina mostra una
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6)

7)

8)

9)

preferéncia pels substractes de 20 a 24 carbonis de longitud, igual que en el cas

dels acids grassos saturats.

Els efectes sinergetics de la doble inactivacio d’ALDP i d’ALDRP en I'acumulacio
d’'acids grassos saturats de 22 a 26 carbonis a la glandula adrenal, i de C22:1x%9 a
medul.la espinal, nervi ciatic i glandula adrenal, demostren la participacio
d’ambdues proteines en el transport d’aquests compostos. Els nostres resultats
suggereixen que, malgrat les preferéncies de substracte, la redundancia funcional
d’ALDP i d’ALDRP no estaria restringida només al transport de C24:0 sindé que
existiria també per als altres compostos, tot i que amb una eficiéncia desigual per

part d’'ambdues proteines.

La determinacié d’'acids grassos en els ratolins Wt/tg i Ald/tg demostra que la
sobreexpressio d’ALDRP (5-10 vegades respecte el Wt) afavoreix la B-oxidacio de
C22:0 i de C24:0 a cervell, nervi ciatic i glandula adrenal. En consegiéncia, es
redueix la disponibilitat de substractes per a la sintesi d’acids grassos de cadena
superior, com el C26:0. Aquest mecanisme podria explicar la capacitat de la
sobreexpressié d’ALDRP per normalitzar els nivells de C26:0 en el ratoli Ald ko,
juntament amb la participacio directa d’aquesta proteina en el transport de C26:0.
Les nostres dades no ens permeten de discriminar la participacié ni el grau de
contribucié de cada un d’aquests mecanismes en la normalitzacié dels nivells de
C26:0 en teixits diana del ratoli Ald/tg.

A medul.la espinal i a nervi ciatic, la sobreexpressio d’ALDRP afavoreix la formacié
de C22:506. Tenint en compte que aquest procés es dona a través de la B-
oxidacio peroxisomal de C24:506, és molt probable que la sobreexpressié
d’ALDRP estigui relacionada amb un augment de l'import d’aquest compost al

peroxisoma.

Creiem que la funcié principal d’ALDP i d’ALDRP rau en el transport peroxisomal
de compostos, perd alguns dels nostres resultats* suggereixen amb forca que la
perturbacié d'aquestes funcions, ja sigui per inactivacid o per sobreexpressio
d'aquestes proteines, causa modificacions en altres processos del metabolisme
dels acids grassos com és el de la seva sintesi. (*Alteracions observades a: série

dels 6-PUFAs a la glandula adrenal de I'Ald/aldr ko; séries dels saturats i dels ®9-
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MUFAs a glandula adrenal i nervi ciatic de I'Ald ko; totes les series d’acids grassos

analitzades a nervi ciatic del Wt/tg).

10) Els nostres resultats han descartat qualsevol alteracid en I'expressio, a nivell de
MARN, dels gens codificadors d’elongases i de desaturases com a causants de les
alteracions en els nivells d’acids grassos a nervi ciatic i glandula adrenal dels
ratolins Ald ko, Ald/aldr ko i Wt/tg a qué hem fet referéncia en el punt 9. Caldria
doncs, en el futur, estudiar directament les seves activitats enzimatiques per a

poder explicar millor aquests fenomens.

De forma complementaria, també hem descartat qualsevol alteracié en I'expressio,
a nivell de mARN, de gens implicats en la la B-oxidacié peroxisomal, aixi com el de
la 2-enoil-CoA reductasa que possibilitaria la sintesi d’'acids grassos en aquest

organul.

11) L’absencia d'alteracions en I'expressio, a nivell de mARN, d’alguns gens controlats
transcripcionalment per PPARa, LXR i SREBP-1c, juntament amb la dels gens de
la via de sintesi d'acids grassos i de la B-oxidacié peroxisomal (alguns d’ells
controlats a nivell transcripcional per SREBP-1c en el primer cas, i per PPARa en
el segon cas), descarta que s’hagi produit una modificacio de les funcions
d’aquests receptors nuclears/factors de transcripcio a glandula adrenal i nervi ciatic
dels ratolins Ald/aldr ko i Wt/tg.

12) L’alta heterogeneitat observada entre els efectes que produeix la mateixa mutacio
genica (inactivacio d’'ald i/o aldr, sobreexpressié d’aldr) en els diferents teixits
murins ens ha proporcionat una idea sobre la complexitat del mecanisme estudiat.
Per a una millor definicio del paper d’ALDP i d’ALDRP en el metabolisme dels
acids grassos, seria interessant de realitzar estudis similars en subtipus cel.lulars
aillats dels diferents teixits. Aquesta estratégia seria especialment adequada per
teixits complexos com el cervell, on I'is d’homogenats tissulars pot haver

emmascarat alguns efectes.

13)La nostra avaluacid sobre I'expressi6 d’ALDRP com a possible estrategia
terapéutica per a la X-ALD és molt positiva en base als resultats obtinguts en ratoli.
La sobreexpressié d’ALDRP (5-10 vegades respecte el Wt) en el ratoli Ald ko

corregeix els nivells de C26:0 en tots els teixits i impedeix el desenvolupament del
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fenotip nerologic. Pel qué fa a les alteracions que produeix en altres series d’acids
grassos, aquestes no semblen tenir repercussions a nivell histologic,
electrofisiologic ni en el comportament dels ratolins Wt/tg i Ald/tg ®*. Aixi doncs, en
base a la gravetat de la X-ALD i a l'absencia d’'una terapia efectiva per al seu
tractament, considerem necessari l'inici d’'una recerca de farmacs capacos de

sobreexpressar ALDRP amb la perspectiva d'una futura aplicacio en pacients.

14)La monitoritzaci6 de I'expressié génica a gran escala en MEFs mitjancant
micromatrius de cADN indica que I'abséncia d’ALDP condueix a una reorganitzacio
de I'expressié de gens relacionats amb el metabolisme lipidic (processos de sintesi
i de transport de lipids). Aixd podria conduir a una modificacié de la composicid
lipidica de les membranes cel.lulars i, en conseqléncia, repercutir en la seva

estructura i funcio.

Les dades procedents del transcriptoma també indiquen que I'abséncia d’ALDP en
MEFs altera I'expressié de gens implicats en la via de senyalitzaci6é dels inositols.
Creiem necessaria la realitzacido d’estudis addicionals per veure si existeix una
relacié entre aquests canvis i el mecanisme fisiopatologic de la X-ALD, sobretot
amb la resposta inflamatoria que caracteritza la forma més agressiva de la

malaltia.

15) Els resultats obtinguts de les micromatrius de cADN en relacié al tractament de
MEFs amb C26:0 reforcen la relacid6 que sembla existir entre aquest compost i
lincrement d’estrés oxidatiu. Alhora, ens han permés d’identificar quatre gens
(fatp4, fabpb, facl4 i acoxl) que podrien estar implicats directament en el
metabolisme del C26:0, fet que podria ser util de cara a la determinacio del paper

d’aquest compost en el mecanisme de la patologia X-ALD.
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Christine Kretz, pel genotipatge setmanal dels ratolins i pel suport técnic

general, i a la Laurence Retenauer per I'ajuda proporcionada a I'estabulari.

L'estabulari de 'IGBMC, per tenir cura dels ratolins i, en especial a William per

la realitzaci6 de les extraccions de sang.

El servei de microarrays de I'IGBMC, particularment a Doulaye Dembélé,

Bernard Jost i Christine Bole-Feysot.
El servei de sintesi d’oligonucleotids de 'lGBMC.

Els serveis comuns generals de I''BC i de I'lGBMC, que fan que els

engranatges funcionin dia a dia.
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Totes les persones que han treballat en la generacié dels diferents ratolins

“knockout” i transgénics, sense els quals no hauria estat possible aquest treball.

Yvon Trottier i Jocelyn Laporte, membres de I'equip del Pr. Mandel, per les

fructiferes discussions mantingudes al llarg de la meva estada a I'lGBMC.

Angels Tapias, per totes les contribucions que ha fet en aquesta tesi i, sobretot,

en la meva formacié com a cientific.

ELA (European Leukodystrophy Association), pel suport economic proporcionat

tant a nivell personal com al projecte en general.

I, a titol personal, vull agrair:

Als meus pares, pel seu suport constant i incondicional.

A en Josep, per la seva particular visi6 del méon que t’han m’ha ajudat a
relativitzar situacions, i per les frases de Nietzsche.

A I'’Angels, per tenir criteri propi i no jutjar a les persones a través de I'opinié de
tercers. Crec que, gracies a aix0, hem pogut disfrutar d’'una molt bona amistat i
compartir moments excel.lents a Strasbourg, ja sigui de “randonnée” pels Vosges o al
voltant d’un “bon repas alsacien”.

A en Ralf, qui va rien comprendre de cette thése a cause de la langue mais qui
a été la, comme Sancho Panza a co6té de Don Quijote, pendant les “andanzas” des
deux derniéres années.

A tots els companys/es de I'IBC i de I'lGBMC amb els quals hagi compartit

algun bon moment al llarg d’aquests anys.





