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Resumen

El sindrome de Down (SD) es la causa genética mas comun de discapacidad intelectual y se
produce por la triplicacion total o parcial del cromosoma humano 21 (HSA21). Con el fin de
estudiar las bases celulares y moleculares de los déficits cognitivos del SD, en este trabajo de
Tesis Doctoral se ha utilizado el modelo murino Ts65Dn (TS), que contiene una triplicacién parcial
del cromosoma murino 16 (Mmul6) y reproduce numerosos fenotipos similares a los encontrados
en el SD, como las alteraciones en la memoria y el aprendizaje dependiente de hipocampo. En
el SD y en el raton TS, las células granulares (CG) del hipocampo, que tienen un papel
fundamental en la formacién de nuevas memorias, muestran diversas anomalias morfoldgicas,
electrofisiolégicas y funcionales. En esta Tesis Doctoral se han evaluado diversas alteraciones
celulares producidas por un exceso de dosis génica o0 asociadas al incremento de estrés oxidativo
en esta poblacion neuronal del ratéon TS. En el primer estudio se evaluo6 el efecto del exceso de
dosis génica sobre la arquitectura nuclear de las CG del ratdn TS. Nuestros resultados muestran
que las CG del ratén TS presentan una reduccion en el tamafio del nucleo celular, alteraciones
en el perfil epigenético, un incremento de heterocromatinizaciéon y una disminucién en la actividad
transcripcional global. Ademas, las CG del ratén TS presentaban alteraciones en el patron de
fusion nucleolar y en el ensamblaje de los cuerpos nucleares de Cajal. En el segundo estudio se
analizaron alteraciones asociadas al exceso de estrés oxidativo en distintos componentes
celulares de las CG del ratén TS. Los resultados demostraron que el aumento de estrés oxidativo
en el hipocampo de estos animales esta asociado a alteraciones en componentes del sistema
antioxidante, un aumento de la peroxidacion lipidica y alteraciones en la estructura mitocondrial
de las CG. Ademas, las CG del ratén TS también mostraron un aumento del dafio en el DNA y
alteraciones en los sistemas de degradacion intracelular como el proteasoma y el sistema
lisosomal, asociadas al estrés oxidativo. En conjunto, las alteraciones celulares encontradas en
este trabajo pueden contribuir a las anomalias neuromorfolégicas y funcionales de esta poblacién
neuronal en edades tempranas y, en edades mas tardias, favorecer el envejecimiento acelerado,
la neuropatologia de tipo Alzheimer y la neurodegeneracion implicadas en la disfuncién cognitiva

caracteristica del raton TS y los individuos SD.



Summary

Down syndrome (DS) or trisomy of chromosome 21 (HSA21) is the most frequent genetic cause
of intellectual disability. To study the mechanisms involved in neurobiological and cognitive
alterations of DS, in this Doctoral Thesis, we used the Ts65Dn (TS) mouse model, which carries
a triplication of a fragment of the murine chromosome 16 (Mmu16) and reproduces several DS
phenotypes including deficits in hippocampal-dependent learning and memory. In DS and TS
mice, hippocampal granule cells (GCs), which are essential for memory formation, show several
morphological, electrophysiological, and functional alterations. In this Doctoral Thesis, cellular
alterations produced by an excess of gene dose or associated with an increase in oxidative stress
have been evaluated in this neuronal population of the TS mouse. In the first study, the effect of
the extra copy of the Mmul6 fragment on the nuclear architecture of the hippocampal CGs of the
TS mouse was evaluated. The results of this study show that the TS CGs present a reduction in
the size of the cell nucleus, alterations in the epigenetic profile, an increase in
heterochromatinization, and a decrease in global transcriptional activity. In addition, TS GCs
presented alterations in the nucleolar fusion pattern and the assembly of the nuclear Cajal bodies.
In the second study, oxidative stress-associated alterations in different cellular components of the
CGs of the TS mouse were analyzed. The results demonstrated that the increase in oxidative
stress in the hippocampus of TS mice is associated with alterations in different components of
the antioxidant system, increased lipid peroxidation, and structural mitochondrial anomalies in the
CGs. In addition, the GCs of TS mice also showed an increase in DNA damage and alterations
of the intracellular degradative systems such as the proteasome and the lysosomal system,
associated with oxidative stress. Collectively the cellular alterations found in this work may
contribute to the neuromorphological and functional abnormalities of this neuronal population at
early ages and, at later stages of the lifespan, they can also accelerate aging, neurodegeneration,
and the development of Alzheimer's disease neuropathology implicated in the cognitive

dysfunction of TS mice and DS individuals.
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Introduccién

2.1. El sindrome de Down

El sindrome de Down (SD) es una aneuploidia autosémica causada por una triplicacion total o
parcial del cromosoma humano 21 (Homo Sapiens Autosome 21, HSA21). Es la aneuploidia
humana mas frecuente compatible con la vida, presentando una prevalencia de 1 de cada 1.000
nacimientos en Europa (European Commision Website, 2022) y la mayor causa de discapacidad

intelectual congénita.
2.1.1. Origen de la trisomia 21

El origen de la trisomia del HSA21 puede deberse a 3 causas: la no disyuncién meiotica, la
translocaciéon y la no disyuncién mitética. i) La no disyuncion meidtica es la mas comudn
ocurriendo en, aproximadamente, un 95 % de los casos. Se debe a una division cromosémica
aberrante durante la formacion de los gametos, frecuentemente femeninos, en la que un par del
cromosoma 21 no puede separarse correctamente dando lugar a un évulo con una trisomia
completa del HSA21, que originara un organismo con 47 cromosomas en todas las células
(Hassold y Sherman, 2000). ii) La translocacion es la segunda causa de SD (4 % de los casos)
y se debe a un cambio robertsoniano en el que un HSA21 completo o un fragmento de éste, se
une a otro cromosoma acrocéntrico, generalmente el 14, generando un individuo con 46
cromosomas en todas sus células en la que hay una triplicacién total o parcial del HSA21
(Ranweiler, 2009). iii) La causa menos frecuente de SD es la no disyuncion mitética o0 mosaicismo
(1 %) en la que en las primeras divisiones embrionarias y, a pesar de que el cigoto fuera
fecundado por dos gametos haploides, se produce una no disyuncion del HSA21. A partir de este
momento, el individuo contara con algunos tipos celulares con 46 cromosomas y otros con 47,

conteniendo una triplicacion del HSA21 (Papavassiliou et al., 2015).
2.1.2. El cromosoma humano 21

EI HSA21 es el cromosoma autosémico humano mas pequefio y representaentre el 1y el 1.5 %
de nuestro genoma. Se estima que el HSA21 esta compuesto por 48.13 Mb y contiene 696 genes
de los cuales 235 codifican para proteinas, 325 son genes no codificantes y 153 pseudogenes

(Dierssen, 2012; Letourneau y Antonarakis, 2012; Antonarakis et al., 2020).

Las personas con SD presentan una gran variabilidad de fenotipos debido a la
desregulacién génica que induce la triplicacion, total o parcial, del HSA21. Sin embargo, no se
dispone de mucha informacidon sobre los mecanismos moleculares causantes de estas
alteraciones. Actualmente, se barajan tres hipotesis que tratan de explicar como el exceso de

dosis génica presente en el SD produce las manifestaciones clinicas tipicas en estas personas.
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I La hipotesis de la amplificacion de la inestabilidad en el desarrollo propone que la
sobreexpresion de los genes del HSA21 produce una alteraciéon de la homeostasis en el
desarrollo e inestabilidad genética, independientemente de la identidad de los genes
triplicados. Es decir, el aumento en la actividad de los genes produce efectos inespecificos
gque seran mayores cuantos mas genes se encuentren en el segmento triplicado (Roizen
y Patterson, 2003; Shapiro, 2001; Antonarakis et al., 2020).

Il La hipétesis de la dosis génica postula que la triplicacion del HSA21 produce
caracteristicas fenotipicas especificas en funcion de los genes concretos que se
encuentren triplicados. En esta hipotesis se incluye el efecto de la triplicacion de
secuencias codificantes y no codificantes (microRNAs, secuencias reguladoras, etc.), asi
como de la interaccién de estos genes con otros genes situados en otros cromosomas (Ait
Yahya-Graison et al., 2007; Lyle et al., 2009; Antonarakis et al., 2020).

Il. La hipétesis de la “inestabilidad genémica” propone que los dos mecanismos citados
anteriormente contribuyen a los fenotipos encontrados en el SD (Dierssen, 2012; Tosh et
al., 2022). Esta hipotesis postula que las manifestaciones encontradas en el SD son
debidas tanto al desequilibrio de genes del HSA21 y de otros genes que se encuentran en
otros cromosomas, como a cambios epigenéticos y en la transcriptomica global (Dierssen,
2012; Tosh et al., 2022).

Sobre esta base, es de gran interés identificar los segmentos especificos del HSA21 que
cuando se triplican, causan las diferentes manifestaciones clinicas. Para ello, se han realizado
estudios comparativos de tejidos trisébmicos y euploides mediante diferentes técnicas de
caracterizacion citogenética y molecular, tanto en individuos con trisomias parciales como en
modelos animales con trisomias parciales de diferentes regiones ort6logas al HSA21. En base a
estos estudios se ha propuesto la existencia de una regién genética minima denominada Regién
Critica en el Sindrome de Down (DSCR, Down Syndrome Critical Region) necesaria para la
manifestacion de los rasgos clinicos del SD (Rahmani et al., 1989). Sin embargo, existe un
debate acerca de tal afirmacion ya que se han descrito casos de personas con trisomias parciales
del HSA21 que no incluyen la DSCR, pero que muestran algunos rasgos fenotipicos
caracteristicos del sindrome (Lana-Elola et al., 2011; Yamamoto et al., 2011). Por lo tanto, si bien
es cierto que los genes codificados en la DSCR no son los Unicos responsables de las
alteraciones del SD, si son considerados genes que pueden tener un papel esencial en las
alteraciones del sistema nervioso central (SNC) de las personas con SD (Jiang et al., 2015; Olson
et al., 2007; Pelleri et al., 2019).

12



Introduccién

2.1.3. Caracteristicas fenotipicas del SD

Las manifestaciones fenotipicas de las personas con SD son muy complejas. Sin embargo,
existen algunas caracteristicas comunes a todos los individuos con SD que incluyen la
discapacidad intelectual, la dismorfologia facial y las alteraciones en el sistema motor (Roper y
Reeves, 2006; Antonarakis et al., 2020; Klein y Haydar, 2022). Ademas, con el aumento de la
esperanzada de vida, se han descrito comorbilidades en el 100 % de los individuos con SD tales
como el envejecimiento acelerado del cerebro y el desarrollo de una neuropatologia idéntica a la

encontrada en la enfermedad de Alzheimer (EA) (Fortea et al., 2020; Franceschi et al., 2019)

Adicionalmente, hay otras alteraciones clinicas que son mas prevalentes en las personas
SD que en la poblacién general como anomalias congénitas cardiovasculares (hipertension
arterial, defectos auriculoventriculares), disfuncion tiroidea (hipotiroidismo y enfermedad de
Hashimoto), alteraciones morfolégicas pulmonares y en las vias respiratorias que causan mayor
predisposicion a padecer infecciones respiratorias, trastornos hematoldgicos y oncoldgicos
(alteraciones en la produccion de la serie mieloide, déficits de hierro, leucemia), problemas
auditivos y visuales y alteraciones del suefio (Baraona et al., 2013; Bull, 2020; Gamis y Smith,
2012).

2.1.3.1. Discapacidad cognitiva en el SD

La discapacidad intelectual es la caracteristica fenotipica mas importante y comun en la vida de
una persona con este sindrome. Desde etapas tempranas del desarrollo, los individuos con SD
presentan alteraciones en la memoria y el aprendizaje, en el lenguaje, problemas de atencion y
defectos cognitivos en el procesamiento auditivo y verbal (Jafri y Harman, 2020; Loveall y Barton-
Hulsey, 2021).

Si bien es cierto que las capacidades cognitivas de cada individuo muestran una gran
variabilidad, todos ellos presentan una discapacidad intelectual de grado ligero a moderado. El
cociente intelectual en nifios con SD varia entre 30 y 70 puntos, disminuyendo progresivamente
a 45-75 en la adolescencia y alcanzando el rango de 30-45 en la etapa adulta (Contestabile et
al., 2010; Goud et al., 2021).

Entre las funciones cognitivas mas afectadas en las personas con SD se encuentra la
memoria explicita o declarativa que es dependiente del hipocampo. Esto se debe a que los
individuos con SD presentan una pobre codificacion de informacion adquirida, estrategias de
recuperacion de informacion deterioradas, asi como déficit de atencion (Bartesaghi et al., 2011;

Dierssen, 2012; Antonarakis et al., 2020). Sin embargo, la memoria implicita o procedimental,
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que depende fundamentalmente del cerebelo, estd mas conservada en las personas con SD
(Bussy et al., 2011; Vicari et al., 2000).

Las personas con SD también muestran alteraciones en diversas funciones ejecutivas
como la memoria de trabajo, la flexibilidad cognitiva, la resolucion de problemas, el control
inhibidor y la planificacion de tareas (Edvardson et al., 2014; Campbell et al., 2013) que permiten
controlar y autorregular la actividad cognitiva, conductual y emocional. En los individuos con SD
la memoria visuo-espacial se encuentra relativamente preservada, sin embargo, existe un
deterioro significativo de la memoria verbal a corto plazo (Lanfranchi et al., 2014; Nash y Heath,
2011; Yang et al., 2014). Estos déficits en la memoria a corto plazo dificultan la realizacion de
tareas cognitivas como el desarrollo del lenguaje y el vocabulario o la resolucién de problemas.
Adicionalmente, también es frecuente que las personas con SD presenten alteraciones
conductuales como dificultades para mantener la atencion sostenida, impulsividad, agitacion,
hiperactividad o movimientos repetitivos (del Hoyo Soriano et al., 2020; Edvardson et al., 2014).
Desde la adolescencia, todas las personas con SD sufren un deterioro progresivo de sus
capacidades cognitivas. Este fenomeno denominado “regresion cognitiva” se caracteriza por una
pérdida paulatina de sus capacidades cognitivas (como la memoria y el lenguaje) y, por tanto, de

las habilidades para poder desarrollar tareas cotidianas (Hithersay et al., 2017).
2.1.4.1. Alteraciones en el hipocampo de individuos SD

Los déficits cognitivos caracteristicos del SD se encuentran estrechamente relacionadas con
anomalias estructurales y fisiolégicas del SNC. Estudios post mortem y de neuroimagen han
demostrado que el volumen cerebral de las personas con SD se encuentra disminuido hasta en
un 20 % respecto a los individuos control (McCann et al., 2021). Sin embargo, esta reduccion no
ocurre de manera proporcional en todas las areas cerebrales, estando particularmente afectadas

las regiones frontal y temporal y también el cerebelo (Koenig et al., 2021; Lott y Dierssen, 2010)

En el I6bulo temporal, una estructura que se encuentra especialmente afectada en el SD
es el hipocampo. Esta regién cumple un papel fundamental en los déficits cognitivos presentes
en el SD ya que esta implicada en la formacién, almacenamiento y recuperacion de la memoria
declarativa o explicita. Esta estructura tiene un papel crucial en la memoria declarativa espacial,
implicada en el procesamiento y recuperacién de informacién relacionada con localizaciones
espaciales o rutas (Buzsaki y Moser, 2013). Adicionalmente, el hipocampo es fundamental para
establecer una organizacién sisteméatica de los recuerdos, ya que interviene en la codificacion de

la informacion secuencial y contextual de eventos (Ofen et al., 2007).
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El hipocampo esta compuesto por diferentes regiones: la corteza entorrinal, el subiculo,
el giro dentado y el cuerno de Amoén (CA) que, a su vez, se divide las areas CA1, CA2 y CA3. En
el hipocampo se encuentran principalmente dos tipos de poblaciones celulares. Mientras que el
CA y el subiculo contienen neuronas piramidales, el giro dentado se compone mayoritariamente
por células granulares (CG). Morfoldgicamente, estas dos poblaciones neuronales tienen
caracteristicas especificas que las hacen ser facilmente distinguibles entre si. Las células
piramidales reciben este nombre debido a la morfologia de su soma, son células grandes y con
axones son largos que se proyectan hacia otras areas cerebrales. Sin embargo, las CG son mas
pequefias, de morfologia redondeada u ovalada y con axones mas cortos, denominados fibras

musgosas (Frotscher et al., 1991).

CA1 CA (Cuerno de Amon)
Capa 4
Corteza |
entorrinal CA3
Capa 3
Capa 2 GD

— (Giro dentado)

Capa de células
granulares

Figura 1. Esquema representativo del circuito trisinaptico del hipocampo. La via excitatoria trisinaptica comienza
en la capa 2 de la corteza entorrinal hacia las células granulares del giro dentado (flecha morada). El giro dentado
proyecta sus axones hacia el area CA3 (flecha rosa). Las neuronas piramidales del CA3 envian sus axones al area CA1
(flecha amarilla). Finalmente, las neuronas piramidales del area CA1 envian sus proyecciones hacia la CE (flecha verde).
La regién CA1 también recibe protecciones directas de la capa 3 de la CA (flecha azul). Figura modificada de Camacho
Ugarte et al., (2020).

Para que se formen nuevas memorias de tipo declarativo, se necesita que toda la
informacion sensorial de distintas modalidades sea procesada y transformada en el circuito
trisinaptico del hipocampo (Figura 1). La mayoria de la informacion que recibe esta estructura
proviene de las areas cerebrales implicadas en el procesamiento y codificacion de los estimulos
sensitivos, que posteriormente llegan a la corteza entorrinal. Desde ahi, estas neuronas envian
sus axones, que constituyen la via perforante, hacia las CG del giro dentado. A continuacion,

estas células proyectan sus axones, formando la via de las fibras musgosas, hacia las neuronas
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piramidales del area CA3 que, finalmente, mediante los colatelares del Schaffer llegaran hasta
las neuronas de la regién CA1. En su recorrido por el circuito trisinaptico, la informacién de tipo
declarativo va siendo procesada y transformada para posteriormente almacenarse en diversas

areas de la corteza cerebral (Ribak y Shapiro, 2007; Stepan et al., 2015)

Dada la importancia del circuito trisinaptico en el aprendizaje o memoria declarativa, las
alteraciones en cualquiera de sus componentes celulares o de sus conexiones se relacionan con
un deterioro de la capacidad para almacenar y recuperar la memoria declarativa, asi como

dificultades para recordar asociaciones contextuales (Clark et al., 2017; Godfrey y Lee, 2018).

Las personas con SD muestran anomalias estructurales y funcionales en el hipocampo
desde etapas tempranas del neurodesarrollo. Numerosos trabajos demuestran que el hipocampo
de individuos con SD presenta un volumen significativamente reducido debido a la
hipocelularidad y a alteraciones en la neurogénesis (Carducci et al., 2013; Nicolas y Hassan,
2014; Stagni et al., 2018). Ademas, sus células muestran una disminucién de sus arboles
dendriticos, alteraciones en la conectividad y déficits en la mielinizacion de sus axones (Abraham
et al., 2012; Xu et al., 2020). En etapas méas avanzadas, el hipocampo de las personas con SD
sufre un gran deterioro debido al desarrollo de diferentes procesos neuropatolégicos como el
estrés oxidativo, la neuroinflamacién o el desarrollo de una neuropatologia de tipo EA (Martinez-
Cué y Rueda, 2020b). De esta manera, durante el envejecimiento de los individuos con SD se
produce una disminucion del volumen hipocampal causada por una pérdida neuronal (Beacher
et al., 2009), asi como por alteraciones en la conectividad sinaptica (Belichenko et al., 2007).
Ademas, dado que las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal son la principal fuente de
inervacién del hipocampo, su degeneracién esta asociada a un deterioro progresivo en la
realizacion de tareas dependientes del hipocampo en las personas con SD (Martinez et al., 2021;
Nardone et al., 2006).

Estas anomalias se presentan, de manera generalizada, en todos los tipos celulares que
componen el circuito trisinaptico. Sin embargo, las CG del giro dentado parecen estar

particularmente afectadas (Contestabile et al., 2007; Klein y Haydar, 2022).
2.1.4. Alteraciones del neurodesarrollo en el SD

Los déficits cognitivos de las personas con SD estan causados por anomalias morfol6gicas y
neuroquimicas en el SNC presentes desde etapas tempranas del neurodesarrollo y que
progresan gradualmente con el envejecimiento (Lott y Dierssen, 2010; Wilcock y Griffin, 2013;
Antonarakis et al., 2020).
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La reduccion del tamafio cerebral en las personas con SD se debe a una hipoplasia
generalizada. Esta disminucion en el volumen y peso cerebral de las personas con SD es
evidente desde etapas prenatales (Baburamani et al., 2019) y se acentlan durante la etapa
adulta (Pujol et al., 2018).

La hipocelularidad cerebral estd causada, en parte, por diversas anomalias en la
neurogénesis presentes a lo largo de toda la vida del individuo (Stagni et al., 2018; Contestabile
et al., 2007). En primer lugar, la proliferacién celular se encuentra especialmente afectada en
ciertas regiones cerebrales como el giro dentado del hipocampo, el ventriculo lateral y el cerebelo
(Guidi et al., 2008). Tanto en etapas prenatales como postnatales, las alteraciones en la
neurogénesis en el SD se deben a diferentes factores. El exceso de dosis génica debido a la
triplicacion del HSA21, podria causar una ralentizacion del ciclo celular y una diminucién en el
numero de precursores neurales (Contestabile et al., 2009; Giffin-Rao et al., 2022; Rueda et al.,
2012; Stagni et al., 2018). Por otro lado, otro factor que contribuye a la hipocelularidad en el SD
son las alteraciones en diferenciacion neuronal, ya que se ha demostrado una disminucién del
numero de neuronas maduras en diferentes regiones el hipocampo de estos individuos (Guidi et
al., 2008; Stagni et al., 2018).

Ademas de una disminucién en el nimero de neuronas, los cerebros de personas con
SD presentan alteraciones en la sinaptogénesis y la conectividad. Desde la infancia, las
neuronas de las personas con SD muestran una menor densidad de espinas y una reduccion en
el tamafio del arbol dendritico (Garner y Wetmore, 2012). A medida que el individuo envejece,
estas alteraciones se hacen mas prominentes produciéndose una disminucién en el nimero de
espinas, asi como un acortamiento de estas (Ferrer y Gullotta, 1990; Antonarakis et al., 2020).
La hipocelularidad y la hipotrofia dendritica dan lugar a una red de conexiones neurales anémala,
causando un procesamiento limitado de la informacién, disminucion de la plasticidad sinptica y,
por tanto, contribuyendo a los déficits cognitivos presentes en el SD (Lott y Dierssen, 2010;

Newpher y Ehlers, 2009).

Por otro lado, las personas con SD también muestran diversas anomalias neuroquimicas
debidas a alteraciones en los neurotransmisores 0 en sus respectivos receptores. Los sistemas
de neurotransmision méas afectados son: i) el sistema GABAEérgico, debido a bajos niveles de
acido y-aminobutirico y anomalias en sus receptores (Martinez-Cué et al., 2014; Rissman y
Mobley, 2011), ii) el sistema serotoninérgico, que muestra niveles bajos de serotonina (5-HT),

asi como una disminucion en el niamero de receptores (Whittle et al., 2007), iii) el sistema
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noradrenérgico, que en la edad adulta presenta una disminucién en los niveles de noradrenalina,
asi como alteraciones en la funcion de sus receptores y sus vias de sefializacion (Phillips et al.,
2016).

2.1.5. Procesos neuropatolégicos implicados en el envejecimiento acelerado y en

desarrollo de neuropatologia tipo EA en el cerebro con SD

A lo largo de la vida de los individuos con SD se desarrollan varios procesos neuropatolégicos
que contribuyen al envejecimiento acelerado del cerebro y favorecen el deterioro cognitivo y el
desarrollo de neuropatologia idéntica a la encontrada en la EA (Lott y Head, 2019). Aunque la
teoria clasica del origen de la EA proponia que la demencia era debida a la pérdida de neuronas
producida por la acumulacién de placas de péptidos (-amiloides y ovillos neurofibrilares, cada
vez hay mas evidencia de que algunas alteraciones que aparecen afios antes que las placas y
los ovillos podrian jugar un importante papel en la neuropatologia caracteristica de la EA en
personas con y sin SD (Martinez-Cué y Rueda 2020b). Estas alteraciones incluyen la pérdida de
neuronas y sinapsis, la neuroinflamacion, el dafio en el DNA que produce senescencia celular,
la alteracién de la proteostasis y del metabolismo energético y el estrés oxidativo (Chang y Min.,
2005; Coskun et al., 2010; Butterfield et al., 2014; Pesini et al., 2019; Martinez-Cué y Rueda,
2020a, 2020b). Numerosos estudios han demostrado el papel que estas alteraciones tempranas
tienen en el cerebro con SD y EA en la acumulacion de péptidos AR, la hiperfosforilacion de tau,
la muerte neuronal, sobre todo de neuronas colinérgicas) y el declive cognitivo (Wilcock, 2012;
Sipos et al., 2007; Eikeleboom et al., 2006; Hardy, 2006; Weldon et al., 1998; Chong, 1997; Gitter
et al., 1995; Hardy y Higgins 1992; Davidson et al., 2018; Sanchez et al., 2011; Rafii, 2019;
Martinez et al., 2021).

Algunos de estos mecanismos neuropatolégicos estan presentes desde etapas
tempranas del neurodesarrollo de las personas con SD como el incremento del estrés oxidativo.
Todos ellos se encuentran estrechamente relacionados entre si, generandose un ciclo de
retroalimentacion positiva, en el que la aparicion de uno de ellos favorece el desarrollo o

agravamiento de otro (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de los procesos neuropatoldgicos que contribuyen al envejecimiento acelerado del cerebro
y el deterioro cognitivo de las personas con SD. Las flechas marcan relaciones de retroalimentacién positiva entre
cada uno de ellos. Figura modificada de Martinez-Cué y Rueda, (2020b).

2.1.5.1. Incremento del estrés oxidativo cerebral

Uno de los mecanismos neuropatoldgicos que tienen un papel mas importante en la aparicion de
las alteraciones cognitivas y la disfuncién neuronal de las personas con SD es el incremento del
estrés oxidativo cerebral, que aparece desde etapas tempranas del neurodesarrollo y se agrava
progresivamente con la edad. El cerebro es un 6rgano especialmente susceptible al incremento
del estrés oxidativo debido a diversos factores: i) contiene altos niveles de &cidos grasos que
pueden sufrir procesos de peroxidacién, ii) presenta bajas concentraciones de enzimas
antioxidantes vy iii) se caracteriza por tener una alta tasa de metabolismo aerébico (Di Carlo et
al., 2012).

En el SD, como en otras enfermedades neurodegenerativas, el incremento de estrés
oxidativo se produce por un desequilibrio redox causado por una mayor produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y una disminucién de enzimas antioxidantes y otros agentes
reductores (Di Domenico et al., 2018; Perluigi y Butterfield, 2012; Rueda y Martinez-Cug, 2020).
El exceso de estrés oxidativo en el SD es debido, parcialmente, a la sobreexpresion de algunos
genes que se encuentran en el HSA21 (Lott, 2012; Perluigi y Butterfield, 2012; Wiseman et al.,
2015) y que estan implicados directa o indirectamente con la produccién de ROS. Uno de estos
genes es SOD1, que codifica para la enzima superdxido dismutasa 1 (SOD1). En condiciones

fisiolégicas, esta enzima cataliza la conversién del radical superdxido (O2.) a peroxido de
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hidrégeno (H202), que posteriormente serd neutralizado por la catalasa (CAT) y la glutation-
peroxidasa (GPx) para mantener el equilibrio celular (Figura 3). Sin embargo, la sobreexpresién
de SOD1 en el SD produce cantidades anormalmente elevadas de H202 que no pueden ser
compensadas por el resto de las enzimas antioxidantes. En el SD, se ha descrito un desequilibrio
SOD1/GPx en todos los tejidos (de Haan et al., 1995; Rueda y Martinez-Cué, 2020). En

consecuencia, se produce la acumulacién de peréxido H202 que da lugar a la formacion del

y otras biomoléculas celulares.

radical hidroxilo (-OH), con un alto potencial oxidante para dafiar las membranas mitocondriales
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Figura 3. Alteraciones en el sistema redox en el SD que contribuyen al incremento de estrés oxidativo. La
fosforilacion oxidativa mitocondrial es el principal productor de O2:- que ha de ser catalizado por la enzima SOD1. En el
SD, la sobreexpresién de SOD1 da lugar a un incremento en la produccion de H,O2 que dara lugar a la formacién de
otras ROS (azul). Ademas, en el SD la disminucion en la expresion de otras enzimas antioxidantes, como la catalasa y
la glutation peroxidasa, dificulta la neutralizacién del exceso de H,O.. El incremento en la produccion de ROS y los déficits
en el sistema antioxidante dan lugar al incremento de estrés oxidativo que dafiara lipidos, DNA y proteinas contribuyendo
a la neurodegeneracion y el deterioro cognitivo caracteristico del SD.

Ademaés de la CAT y la GPx, otras enzimas antioxidantes como la glutation transferasa
y la tiorredoxina peroxidasa también se encuentran disminuidas en el SD (Di Domenico et al.,
2018). En cerebros de fetos humanos con SD también se ha demostrado una disminucién de la
peroxirredoxina 2, una enzima antioxidante implicada en la proteccion de lipidos y proteinas
frente al dafio oxidativo (Sanchez-Font et al., 2003). Por ultimo, ademéas de SOD1, hay otros

genes triplicados en el HSA21 que se relacionan con un incremento en el estrés oxidativo celular
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tales como APP, CBR (que codifica para la enzima carbonil reductasa), BACH1 y S7008
(Esposito et al., 2008; Mazur-Kolecka et al., 2006; Perluigi et al., 2011; Rueda y Martinez-Cué,
2020).

La principal fuente de ROS es la via de la fosforilacién oxidativa mitocondrial, encargada
de la sintesis de ATP. Ademas, la mitocondria es una de las principales dianas de ROS. Desde
etapas tempranas del neurodesarrollo, las personas con SD presentan alteraciones morfolégicas
y estructurales en las mitocondrias que causan un incremento en la produccion de ROS (Perluigi
y Butterfield, 2012b; Piccoli et al., 2013; Bayona-Bafaluy et al., 2021) y alteraciones en el
metabolismo energético dando lugar a un déficit en la produccion de ATP celular (Valenti et al.,
2010; 2018). Por lo tanto, la disfuncion mitocondrial en el SD incrementa el estrés oxidativo,
dafiando numerosos componentes celulares que alteran la correcta funcion neuronal y por tanto

contribuyen al deterioro cognitivo (Wiseman et al., 2015).

El exceso de estrés oxidativo dafia biomoléculas esenciales como las proteinas, los
lipidos o el DNA, causando alteraciones en la fisiologia y la funcionalidad neuronal (Butterfield et
al., 2014; Perluigi y Butterfield, 2012b). Diversos estudios han demostrado que las neuronas de
individuos con SD presentan un incremento en diversos marcadores de peroxidacion lipidica,
dafio en el DNA y oxidacién de proteinas (Busciglio y Yankner, 1995; Nunomura et al., 2000;
Odetti et al., 1998). Los lipidos son componentes fundamentales de las membranas celulares,
por lo que su oxidacidn causa alteraciones estructurales y funcionales tanto en la membrana
celular como en las membranas de los diferentes organulos (Gaschler y Stockwell, 2017;
Martinez-Cué y Bartesaghi, 2022), especialmente de la mitocondria (Butterfield et al., 2014). El
dafio oxidativo sobre las proteinas causa alteraciones en su funcion, afectando a la actividad de
receptores, hormonas y enzimas (Muchova et al.,, 2014), asi como a los mecanismos de
degradacion proteica intracelular que incluyen el sistema ubiquitin-proteasoma (UPS), el
endosomal y el autofagico-lisosomal (Lanzillotta y Di Domenico, 2021). Por lo tanto, la
acumulacion de proteinas oxidadas y disfuncionales contribuye al agravamiento del proceso
neurodegenerativo que sufren las personas con SD (Di Domenico et al., 2013; Perluigi et al.,
2014). Finalmente, se ha demostrado que el aumento de ROS en células de individuos con SD
produce un incremento en los focos de dafio en el DNA y defectos en los mecanismos de

reparacion de dafio en el DNA (Morawiec et al., 2008; Necchi et al., 2015; Tiano et al., 2012).

Adicionalmente, la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo inducen senescencia
celular prematura (Martinez-Cué y Rueda, 2020a; Rodriguez-Sureda et al., 2015; Zhou et al.,

2015). Los amniocitos y placentas de embarazadas con fetos SD muestran una mayor
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prevalencia de células senescentes (Amiel et al., 2013). Ademas, en fibroblastos de fetos con
SD se ha demostrado que el estrés oxidativo y la mayor produccién de ROS, aumenta de los
niveles de oxidaciéon proteica, produce déficits en la produccién energética, e induce la
senescencia celular (Rodriguez-Sureda et al., 2015). Los fibroblastos de nifios con SD muestran
una mayor ratio en la actividad SOD1/GPx, que aumenta la concentracién de H202 y promueve
la senescencia celular (de Haan et al., 1996). Por ultimo, tanto en cerebros de personas con SD
como con EA, se ha descrito un incremento de células senescentes en diferentes poblaciones

neuronales (Martinez-Cué y Rueda, 2020a).

Por lo tanto, el aumento de estrés oxidativo en el cerebro con SD desde etapas
prenatales altera el desarrollo normal del cerebro ya que afecta a los procesos de neurogénesis,
diferenciacion neuronal, migracion, conectividad y supervivencia neuronal (Butterfield et al.,
2012; Gupta et al., 2016). Sin embargo, en etapas mas avanzadas de la vida, el estrés oxidativo
se agrava progresivamente acelerando el envejecimiento prematuro, el desarrollo de la
neuropatologia de tipo EA, la senescencia celular y la neurodegeneracién y contribuyendo al
deterioro cognitivo caracteristico del SD (Perluigi y Butterfield, 2012b; Rueda y Martinez-Cué,
2020).

2.2. Modelos murinos para el estudio del sindrome de Down

Durante las Ultimas décadas se han desarrollado numerosos modelos animales con el fin de
comprender las bases neurobioldgicas responsables de la aparicion de los mecanismos
patoldgicos que originan los fenotipos caracteristicos de las personas con SD. Ademas, estos
modelos también permiten probar la eficiencia de nuevas estrategias terapéuticas para paliar

estas alteraciones fenotipicas y poder asi mejorar la calidad de vida de estos individuos.

Ratones y humanos comparten un genoma muy similar en el que se encuentran muchas
regiones homologas entre ambas especies. El HSA21 tiene tres regiones ortélogas repartidas en
los cromosomas murinos 10, 16 y 17 (Mmu 10, 16 y 17; Mmu de Mus musculus). El HSA21
contiene 222 genes codificantes de proteinas, de los cuales 158 son homoélogos a genes
codificantes de proteinas murinos. Estos genes estan distribuidos dentro del genoma del ratén
de la siguiente manera: la mayoria de ellos se encuentran en el Mmul6, conteniendo un total de
102 genes codificantes, mientras que el MmulO y el Mmul7 contienen 37 y 19 genes,
respectivamente. Ademas, de los 325 genes no codificantes del HSA21, 75 se encuentran
conservados en el ratén y también se encuentran distribuidos entre el Mmul0, 16 y 17 (Gupta et
al., 2016; Antonarakis et al., 2020; Klein y Haydar, 2022).
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El desarrollo de modelos murinos que permitan reproducir completamente los rasgos
fenotipicos del SD es extremadamente complejo. En primer lugar, como se ha dicho
anteriormente, los genes triplicados del HSA21 estan distribuidos en diferentes cromosomas del
genoma del ratén. Por otro lado, algunos de los genes triplicados en el SD no se encuentran
conservados en el genoma del ratén y, ademas, algunos genes del HSA21 no tienen homdlogos
en la especie humana. Por ello, en la actualidad hay diversos modelos murinos y, cada uno de
ellos, cuenta con unas caracteristicas fenotipicas diferentes en funcién de la porcién del HSA21,
0 su regidn ortéloga en ratén, que contenga triplicada. Estos modelos se subdividen en: i)
modelos con una triplicacion total o parcial del Mmul6, Mmul7 o MmulO0 ii) modelos con una
triplicacion total o parcial del HSA21 iii) modelos transgénicos (Gupta et al., 2016; Herault et al.,

2017). La figura 4 muestra los modelos murinos de SD mas utilizados.

[HSA21 y genes ortdlogos murlnas][ Modelos murinos de sindrome de Down ]
HSA21 Dp(16)1Yey + Tet
Dp(17)1Yey +
Dp(16)1Yey Dp(10)1Yey
TsB5Dn  Ts2Cje Ms1Ts65
APP
S001
OLIGT,2 MMU16 Ts1Cje
DSCR1
= SiN2
O DYR1A
‘8 becam Dp(17)1Yey
BACE2 Ts1Yah
W12 MMU17 U [ oppio)ivey D
MMU10

Figura 4. Representacion esquematica del HSA21 y las regiones ortdlogas murinas. En la izquierda se muestra el
HSA21 (verde) junto con algunos genes que se encuentran en este cromosoma y las regiones ortélogas del Mmul6
(rojo), Mmu17 (azul) y Mmul10 (amarillo). La parte derecha, muestra el segmento cromosémico triplicado de algunos
modelos murinos de SD. La banda verde clara indica la regién aproximada del DSCR. Figura modificada de Costa y
Scott-Mckean (2013) y de Lana-Elola et al. (2011)

De todos ellos, el raton Ts65Dn es el modelo murino mejor caracterizado y mas utilizado
en el estudio del SD, ya que es capaz de reproducir numerosos fenotipos presentes en los
individuos con esta condicién. Por ello, ha sido el modelo experimental elegido para desarrollar

el presente trabajo de Tesis Doctoral.
2.2.1. El modelo murino Ts65Dn (TS)

El raton Ts65Dn (TS), contiene una translocacion reciproca que resulta en un cromosoma extra
muy pequefio en la que la porcion més distal del Mmul6 se fusiona con la regién centromérica

del Mmul7. Esta region triplicada del Mmul6 contiene 92 genes codificantes de proteinas
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ortélogos a los genes del HSA21. No obstante, este modelo es portador de un fragmento
triplicado del Mmul7 que contiene genes no triplicados en el SD (Duchon et al., 2011). A pesar
de ello, el ratén TS reproduce numerosas alteraciones fenaotipicas presentes en las personas con
SD entre las que destacan las alteraciones cognitivas y neuroanatémicas y, en etapas mas
tardias, el desarrollo de una neuropatologia de tipo EA. Esto le convierte en el modelo animal

mejor caracterizado y el mas utilizado para el estudio del SD (Vacano et al., 2012).

Al igual que las personas con SD, los ratones TS presentan déficits cognitivos desde
etapas tempranas del desarrollo que empeoran progresivamente durante la edad adulta (Hamlett
etal., 2016; Hunter et al., 2004). Adema4s, este modelo presenta otros fenotipos asociados al SD,
tales como anomalias craneofaciales, inmunoldgicas, hormonales y cardiovasculares entre otras
(Moore, 2006; Roper et al., 2006; Williams et al., 2008; DeRuisseau et al., 2019; Lorenzo et al.,
2013; Antonarakis et al., 2010).

2.2.4.1. Alteraciones cognitivo-conductuales del ratén TS

El ratdon TS muestra un retraso generalizado en su neurodesarrollo lo que da lugar a diferentes

fenotipos cognitivo-conductuales similares a los que presentan las personas con SD.

Las habilidades sensorimotoras como la fuerza en las extremidades anteriores, el
equilibrio o la traccion se encuentran conservadas en el raton TS (Escorihuela et al., 1995). Sin
embargo, estos animales presentan alteraciones en la estabilidad, el patrén de marcha o la
coordinaciébn motora (Garcia-Cerro et al., 2018). Ademads, presentan hiperactividad en
determinados paradigmas experimentales como el campo abierto o el laberinto elevado en cruz,
en los que son expuestos a distintas condiciones aversivas (Gao et al., 2021; Holtzman et al.,
1996; Stewart et al.,, 2007). Esta hiperactividad podria ser parcialmente debida a déficits
atencionales o alteraciones en el sistema de inhibicion (Martinez-Cué et al., 2005; Whitney y
Wenger, 2013).

Al igual que las personas con SD, el ratén TS presenta alteraciones a nivel cognitivo,
especialmente en la realizacion tareas dependientes de hipocampo (Freeburn y Munn, 2021).
Distintas pruebas cognitivo-conductuales como el laberinto radial o en el laberinto acuatico de
Morris (MWM, Morris Water Maze) han demostrado que en este modelo experimental la memoria
espacial se encuentra particularmente afectada (Garcia-Cerro et al., 2020; Olmos-Serrano et al.,
2016). Ademas, el raton TS muestra alteraciones en la memoria de reconocimiento, analizada
mediante la prueba reconocimiento de objetos, y en la memoria asociativa, evaluada en la prueba

de condicionamiento del miedo (Fernandez y Garner, 2008; Salehi et al., 2009). Por ultimo, estos
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animales presentan déficits en la memoria de trabajo y de referencia en las pruebas del laberinto
en T, el MWM vy el laberinto radial (Olmos-Serrano et al., 2016; Salehi et al., 2009; Vidal et al.,
2020).

Estas alteraciones cognitivo-conductuales del raton TS estan presentes desde etapas

muy tempranas de su desarrollo y sufren un deterioro progresivo durante el envejecimiento.
2.2.4.2. Alteraciones neurobioldgicas del ratén Ts65Dn

El ratdn TS presenta numerosas alteraciones neuromorfoldgicas y neuroquimicas similares a las
de los individuos SD, probablemente responsables de su fenotipo cognitivo-conductual (Klein y
Haydar, 2022).

A diferencia de las personas con SD, el cerebro del ratébn TS no presenta cambios en el
volumen global ni en etapas post-natales ni durante la edad adulta (Aldridge et al., 2007). Sin
embargo, algunas regiones como el hipocampo y el cerebelo si presentan una reduccién en su
volumen (Jain et al., 2020). La reduccion del volumen en estas areas cerebrales es debida a su
hipocelularidad, aunque cada una de ellas desarrolla esta alteracion en etapas diferentes (Aziz
et al., 2018). En el caso concreto del hipocampo, mientras que en las regiones CAl1 y CA3 la
disminucién de la densidad neuronal se detecta a partir de los 17-18 meses de edad, el giro
dentado presenta una reduccion en el numero de CG desde etapas prenatales hasta la edad
adulta (Lorenzi y Reeves, 2006; Rueda et al., 2005), por lo que seran el objeto principal de estudio

en este Trabajo de Tesis Doctoral.

De manera similar a lo anteriormente descrito en el SD, la hipocelularidad en los ratones
TS se debe a defectos en la neurogénesis. Al igual que en los humanos, en los ratones la
neurogénesis tiene lugar en la zona subventricular y en la zona subgranular del giro dentado y
en ambas zonas se encuentran alteraciones del proceso neurogénico en el raton TS (Bianchiet
al., 2010; Trazzi et al., 2011, Stagni et al., 2018). Asi, los ratones TS muestran una reduccion en
la proliferacion de los precursores neurales desde estadios tempranos del neurodesarrollo hasta
etapas avanzadas del envejecimiento (Guidi et al., 2017; Rueda et al., 2005). Esta disminucién
de la proliferacién celular puede deberse a que el exceso de dosis génica causado por la trisomia
produce una ralentizacion del ciclo celular tanto en el SD como el ratébn TS (Contestabile et al.,
2009; Stagni et al., 2018).

Al igual que ocurre en los cerebros con SD, el ratén TS muestra alteraciones en la conectividad
sinaptica (Ayberk Kurt et al., 2004). El raton TS adulto presenta una reduccién en el nimero de

dendritas, asi como una disminucién de su tamaro. Ademas, muestran una menor densidad de
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espinas dendriticas y alteraciones en su morfologia (Belichenko et al., 2004; 2007). Ademas, las
CG del hipocampo muestran una disminucién en diversos marcadores moleculares de plasticidad
neuronal como el BDNF (Brain derived Neurotrophic Factor) o PSA-NCAM (Neural Cell Adhesion
Molecule) (Villarroya et al., 2018). Adicionalmente, trabajos previos realizados en este laboratorio
han demostrado que el ratén TS presenta una disminucion en la expresion de marcadores de las
proteinas presinapticas y post-sinapticas, sinaptofisina y PSD95, en el hipocampo (Garcia-Cerro
et al., 2020).

Ademas, el raton TS también presenta alteraciones en los sistemas de
neurotransmisién. El cerebro del ratébn TS muestra un desequilibrio en el balance de excitacién-
inhibicién cerebral causado por una disminucion en el nimero de sinapsis excitadoras en la
corteza cerebral y el hipocampo (Kurt et al., 2004) y un mayor niumero de sinapsis inhibidoras en
el giro dentado y la corteza somatosensorial (Pérez-Cremades et al., 2010), lo que da lugar a
una sobreinhibicién cerebral. El incremento del tono inhibidor se debe a un aumento en los
niveles de marcadores de sinapsis inhibidoras y un mayor tamafio de dichas sinapsis (Belichenko
et al., 2009; Martinez-Cué et al., 2013). Los ratones TS también muestran alteraciones en la via
de sefializacion glutamatérgica, asi como una menor activacion de estos receptores (Siarey et
al., 2006; Vink et al., 2009). Ademas, el sistema serotoninérgico presenta una disminucion de
receptores que, podria estar relacionado con los defectos en la neurogénesis (Bianchi et al.,
2010). Por ultimo, tanto el sistema noradrenérgico como el colinérgico sufre una pérdida de
neuronas en la etapa adulta que se agrava con el envejecimiento (Salehi et al., 2009; Antonarakis
et al., 2020).

2.2.4.3. Neurodegeneracion en el raton TS

El raton TS sufre un deterioro cognitivo progresivo a medida que aumenta su edad (Hamlett et
al., 2016). De manera similar a lo que ocurre en los individuos con SD, en el cerebro del raton
TS también se desarrollan diversos procesos neuropatolégicos que contribuyen a un
envejecimiento acelerado y a la neurodegeneracion. Estos procesos incluyen, el exceso de
estrés oxidativo cerebral, el desarrollo de una neuropatologia de tipo EA, el aumento de la
neuroinflamacion y el incremento de la senescencia celular (Martinez-Cué y Rueda, 2020g;

2020b; Rueda y Martinez-Cué, 2020).

Al igual que las personas con SD, el raton TS también presenta triplicado el gen Sodl, lo
que genera un incremento en la produccién de ROS (Capone et al., 2002). Ademas, se han
descrito anomalias en el sistema antioxidante, lo que contribuye al desequilibrio redox en el

cerebro de estos animales (Lanzillotta y Zuliani, et al., 2021; Parisotto et al., 2016). De acuerdo
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con estas alteraciones, el cerebro del raton TS presenta un perfil oxidativo y anomalias
mitocondriales similares a las descritas en los individuos SD (Alldred et al., 2021; Corrales et al.,
2017; Shichiri et al., 2011; Valenti et al.,, 2016). En concreto, este modelo muestra niveles
elevados de estrés oxidativo en el hipocampo y la corteza, que causan un incremento en la
peroxidacién lipidica, carbonilacién de proteinas y disfuncién mitocondrial (Parisotto et al., 2016;
Shichiri et al., 2011; Valenti et al., 2016) que afectan a la estructura y funcién del cerebro (Herault
et al., 2017b). Aunque hasta el momento no hay estudios sobre dafio en el DNA en el cerebro de
este modelo, trabajos realizados en células satélite del musculo esquelético y en células madre
hematopoyéticas de este ratdn, han demostrado que el incremento del estrés oxidativo produce
un aumento del dafio en el DNA y la adquisicion prematura de un fenotipo senescente
(Pawlikowski et al., 2018; Rueda et al., 2018b; Wang et al., 2016). Ademas, el ratdbn TS muestra
un aumento en la densidad de células senescentes en diferentes areas del hipocampo,
incluyendo la capa de células granulares, que se asocian al incremento del estrés oxidativo
(Parisotto et al., 2016; Martinez-Cué y Rueda, 2020a).

El desarrollo de una neuropatologia de tipo EA es otro rasgo comun a las personas SD y
elraton TS (Hamlett et al., 2016). Cabe destacar que este modelo murino no desarrolla las placas
seniles de péptidos B-amiloides ni los ovillos neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada
caracteristicos de la EA (Hunter et al., 2004; Seo y Isacson, 2005). Sin embargo, dado que el
ratén TS contiene el gen App en el segmento cromosomico triplicado, muestra un incremento en
los niveles de APP y péptidos AB en el hipocampo y la corteza cerebral (Cataldo et al., 2004;
Hunter et al., 2003; Rueda et al., 2010). Ademas, el cerebro de estos animales presenta niveles
elevados de proteina tau hiperfosforilada (Qian et al., 2013; Rachubinski et al., 2012). Estas
alteraciones contribuyen a la neurodegenacién de neuronas colinérgicas y noradrenérgicas,

comprometiendo asi la funcién del hipocampo (Millan Sanchez et al., 2012).

Al igual que ocurre en el cerebro de las personas con SD y con EA, a partir de los 6
meses de edad, los ratones TS presentan una neurodegeneracion colinérgica progresiva de
las neuronas del prosencéfalo basal, caracterizada por una disminucion en los niveles de
diferentes marcadores colinérgicos y una reduccién en el tamafio de estas neuronas (Kirstein et

al., 2022; Powers et al., 2016).

Por Gltimo, el cerebro del ratén TS también presenta un incremento de los procesos
neuroinflamatorios. En concreto, se ha descrito un aumento en la activacion de la microglia de

ciertas areas cerebrales como el hipocampo y el prosencéfalo basal, asi como un incremento en
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la expresién de citoquinas proinflamatorias (Hamlett et al., 2020; Lockrow et al., 2012; Rueda et
al., 2018) .

En su conjunto, todos estos mecanismos neuropatoldgicos comprometen el correcto
funcionamiento neuronal, inducen un envejecimiento prematuro del cerebro, favorecen la
neurodegeneracion y la senescencia celular y, por tanto, contribuyen a los déficits cognitivos que

muestran los ratones TS (Alldred et al., 2021; Capone et al., 2002).

2.3. Componentes celulares afectados por el exceso de dosis génica o por el
estrés oxidativo en las CG del hipocampo del ratén TS

Como se ha ido mencionando a lo largo de la Introduccidn de esta Tesis Doctoral, la disfuncién
cognitiva del SD y del raton TS se debe, por un lado, al exceso de dosis génica que modifica la
expresién de numerosos genes causando alteraciones celulares desde etapas tempranas del
neurodesarrollo que comprometen la correcta funcién neuronal. Pero, ademas, a lo largo de la
vida de las personas con SD aparecen diversos mecanismos neuropatolégicos que dafan
componentes celulares esenciales, inducen neurodegeneraciébn o0 senescencia celular,
favorecen el desarrollo de la neuropatologia de tipo EA y por tanto agravan los déficits cognitivos

caracteristicos de este sindrome.

Asi, esta Tesis Doctoral ha sido dividida en dos estudios. En el primero de ellos nos
hemos centrado en evaluar las alteraciones de diversos componentes nucleares causadas por
el exceso de dosis génica en las CG del hipocampo del ratén TS. En el segundo estudio, hemos
analizado alteraciones celulares asociadas al exceso de estrés oxidativo en la misma poblacion
neuronal del ratén TS. Se ha elegido esta poblacién neuronal porque tiene una funcion
fundamental en la formacioén de nuevas memorias de tipo declarativo ya que constituyen el primer
elemento del circuito trisinaptico del hipocampo. Ademas, las CG del ratén TS muestran muchas
alteraciones como una disminucién en su densidad, asi como anomalias morfolégicas,
electrofisiolégicas y funcionales desde etapas tempranas del desarrollo que se agravan con la
edad (Garcia-Cerro et al., 2020; Rueda et al.,2020; Stagni et al., 2021; Corrales et al., 2014;
2017; Rueda et al., 2018; Uguagliati et al., 2021; Mojabi et al., 2016; Villarrolla et al., 2018; Stagni
etal., 2019; Guidi et al., 2013). Para entender los efectos causados por el exceso de dosis génica
0 por el estrés oxidativo sobre algunos componentes celulares implicados en la homeostasis
neuronal, en los siguientes apartados de la Introduccion, se explicard detalladamente el

funcionamiento de algunos componentes celulares y el estado actual de los mismos en el SD.
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2.3.1 Biologia del ntcleo celular en el SD

El ndcleo celular es un organulo membranoso que contiene el material genético y la maquinaria
necesaria para su metabolismo. Se encuentra rodeado por la envoltura nuclear y esta encargada
de separar el nucleoplasma del citoplasma, asi como de permitir la comunicacién entre ambas

partes.

Ensayos de Biologia Celular y Molecular in situ han demostrado que el nacleo celular se
encuentra dividido en dos territorios funcionales y estructurales diferentes: el territorio
cromosomico Yy el territorio intercromosémico. La proporcién que ocupan cada uno de estos
territorios respecto al volumen nuclear se ha relacionado con los requerimientos transcripcionales
y traducionales de la célula (Cremer y Cremer, 2001). El territorio cromosomico esté constituido
por la cromatina, mientras que en el territorio intercromosémico se encuentran algunas
estructuras nucleares como el nucleolo, los cuerpos nucleares de Cajal (CB) y los speckles
(Cioce y Lamond, 2005; Lamond y Spector, 2003) (Figura 5).

Figura 5. Esquema de la estructura nuclear (blanco y azul) y citoplasmatica (amarillo) de una neurona. En el
nucleo se aprecian dos dominios diferenciados: el dominio cromosémico formado por la eucromatina (Ec, azul claro) y la
heterocromatina (Hc, azul oscuro) y el dominio intercromatinico (blanco) que contiene el nucleolo (Nolo), cuerpos
nucleares de Cajal (CB) y los speckles. En la envoltura nuclear se representan los complejos de poros nucleares (CPN).
En el citoplasma se respresentan algunas organelas implicadas en el correcto funcionamiento celular como las
mitocondrias, el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico rugoso (REG) y los microtibulos (mT). Imagen cedida por
Maria Teresa Berciano Vega.
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3.3.1.1. Territorio cromosémico

El territorio cromosémico, también denominado territorio cromatinico, corresponde a la porcién
nuclear ocupada por los cromosomas. Los cromosomas son estructuras conformadas por
cromatina, una combinacién de una molécula de ADN con diferentes proteinas que permiten la
compactacion del material genético dentro del nicleo celular. Los niveles de plegamiento de la
cromatina son un sistema esencial para la regulacion de la expresion génica, pudiéndose
distinguir dos estados funcionales: la eucromatina, con una estructura poco condensada para
permitir el acceso de la maquinaria de transcripcion y la heterocromatina, altamente compactada,

inaccesible para esta maquinaria y transcripcionalmente inactiva.

Para poder cambiar de un estado funcional a otro, la cromatina se organiza en bloques
estructurales denominados nucleosomas, alrededor de los cuales se organiza el DNA. Cada
nucleosoma esta compuesto por un octamero de histonas, dos dimeros de H3-H4 y dos dimeros
de H2A-H2B (Zhou et al., 2019). Las histonas nucleosomales contienen dos dominios
diferenciados, una regién globular central que se encuentra en contacto con el DNA y se
encuentra altamente compactada y los extremos N-terminales desplegados que salen del

nucleosoma en forma de cola (Figura 6).

Las colas de las histonas sufren modificaciones postraduccionales que modifican los
niveles de compactacion de la cromatina y, por tanto, su funcién. Estas modificaciones son
reversibles y muy dinamicas para adaptarse a las necesidades celulares. Entre ellas se incluyen
la metilacién, acetilacion, fosforilacién, ubiquitinaciéon, sumoilacién y ADP-ribosilacion y su
combinacion se conoce como “cédigo de histonas” (Zhang et al., 2021). En funcion del tipo de
marca epigenética y de la posicion dentro del dominio N-terminal de la histona, estas
modificaciones postraduccionales se han relacionado con cambios en la compactacion de la
cromatina y con otras funciones tales como la reparacién del dafio en el DNA. Algunas de las
marcas epigenéticas mejor caracterizadas son la acetilaciéon de la histona H4 en la lisina 16, que
promueve un estado abierto de la cromatina y la actividad transcripcional (Zhang et al., 2015).
Sin embargo, la trimetilacion de la histona H4 en la lisina 20 tiene el efecto inverso, generando
la compactacion de la cromatina y un estado transcripcionalmente inactivo (Castillo-lglesias et
al., 2019; Webster et al., 2009). Adicionalmente, se ha descrito una estructura de orden superior
de la cromatina mediante la interaccién de la histona H1 con los extremos libres del DNA
nucleosomal que se denomina cromatosoma. La unién de la histona H1 con los extremos del

DNA nucleosomal genera un cambio hacia una conformacién cerrada y compacta, dificultando
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la transcripcion del RNA; por el contrario, la disociacion de H1 produce la apertura del

nucleosoma para favorecer la interaccion con la maquinaria de transcripcion (Andrés et al., 2020).

Figura 6. Organizacién estructural de la cromatina. A. El cromosoma esta formado por cromatina, un complejo
formado por la hebra de DNA e histonas nucleosomales que forman los nucleosomas. En este esquema la cromatina

L Eucromatina
: : (transcripcionalmente activa)
Cromosoma \

I
Nucleosomas ¢ Marcas

Histonas
Cola histona

B C Heterocromatina (transcripcionalmente inactiva)

presenta una conformacion abierta y transcripcionalmente activa (eucromatina). B. Ampliacion de la estructura de un
nucleosoma formado por un octdmero con cuatro tipos de histonas nucleosomales, alrededor del cual se enrolla la hebra
de DNA. Las histonas nucleosomales contienen unas colas que se proyectan hacia el exterior y son susceptibles de sufrir
modificaciones epigenéticas que modifican su nivel de compactacién. C. Representacion de la cromatina en una
conformacién méas compacta y trancripcionalmente cerrada (heterocromatina). Modificacién de Recursos educativos del
National Human Genome Research Institute (NIH): https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Nucleosoma

Actualmente, gracias a técnicas avanzadas de Biologia Molecular y Celular, se ha
demostrado que los cromosomas ocupan una posicién especifica dentro del nucleo celular. De
esta manera, la organizacion tridimensional del genoma esta implicada en la regulacion de la
expresién génica mediante la interaccién inter e intracromosémica (Cremer y Cremer, 2001). Por
lo tanto, anomalias en la arquitectura nuclear que generen cambios en estas interacciones

pueden causar alteraciones en la regulacion de la expresion génica (Maass et al., 2019a).
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En este contexto, la presencia de una copia extra del HSA21 o del Mmul6 en el nicleo
de las células de las personas con SD o del ratdn TS respectivamente causa alteraciones en la
posicion de los cromosomas dentro del territorio cromosémico (Kemeny et al.,, 2018). Estas
anomalias producen alteraciones en la expresion génica en los individuos SD y el ratén TS, asi
como modificaciones en el perfil epigenético de las histonas (Letourneau et al., 2014). Las
anomalias en la distribucion tridimensional de los cromosomas modifican el patrén epigenético
de la cromatina encargado de regular los niveles de plegamiento y, por tanto, alteran los dominios
ocupados por la heterocromatina o eucromatina y su actividad transcripcional (Ito y Takizawa,
2018). Trabajos previos demuestran que la desregulacion génica presente en el SDy el raton TS
no solo afecta a los genes que se encuentran en el segmento cromosémico triplicado, sino que
numerosos genes que se encuentran en doble dosis también sufren alteraciones en su expresion
(Kahlem et al., 2004). Adicionalmente, cabe destacar que mientras que algunos genes en triple
dosis estan sobreexpresados en el SD y el ratdn TS, otros presentan una expresiéon normal o
reducida (Kahlem et al., 2004; Lyle et al., 2004; Rachidi y Lopes, 2007), sugiriendo la presencia
de mecanismos reguladores adicionales especificos de cada tejido. Por lo tanto, el exceso de
dosis génica en el SD genera una compleja alteracion en la regulacion de la expresién génica y
cambios epigenéticos en el DNA vy las histonas que pueden estar implicados en numerosos
fenotipos presentes en este sindrome como los déficits cognitivos, el envejecimiento acelerado

y la neurodegeneracion (Antonarakis et al., 2020; Mentis, 2016).
2.3.1.2. Territorio intercromosémico

El territorio intercromosémico, también denominado territorio intercromatinico, contiene diversas
organelas o cuerpos nucleares implicados en la regulacion de la expresion génica y el
mantenimiento de la proteostasis celular. Entre ellos se encuentra el nucleolo, el cuerpo de Cajal

(CB, Cajal Body) y los speckles.

2.3.1.2.1. El nucleolo y la sintesis de ribosomas

El nucleolo es la estructura mas prominente dentro del nicleo celular y su funcién principal es la
biogénesis de los RNA ribosomales (rRNA) y su ensamblaje con proteinas para formar las
particulas pre-ribosomales (Boisvert et al., 2007). Los ribosomas son organelas citoplasméticas
encargadas de la sintesis proteica en la célula y se componen de dos subunidades: la subunidad
mayor estd formada por los rRNA 5S, 28S y 5.8S y la subunidad menor por una Unica molécula
de rRNA 18S (Wilson y Cate, 2012). Por lo tanto, la integridad del nucleolo es esencial para el

mantenimiento de la proteostasis celular y las alteraciones en la estructura o funcionamiento
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nucleolar podrian causar anomalias en el neurodesarrollo o neurodegeneracién (Baltanas et al.,
2011; 2019; Hernandez-Ortega et al., 2016; Parlato y Kreiner, 2013).

Los nucleolos se organizan alrededor de las regiones organizadoras de nucleolos (NOR,
Nucleolar Organizer Regions), que contienen las secuencias génicas para la codificacion de los
rRNA. Los NOR estan formados por repeticiones en tdndem de DNA ribosomal (rDNA) que
codifican para los diferentes rRNAs maduros que formaran los ribosomas (Mcstay, 2016). Las
células humanas diploides contienen diez NOR situados en los cromosomas 1, 2, 15, 21 y 22
(van Sluis et al., 2019), mientras que las células murinas contienen 6 cromosomas portadores de
NOR (12, 15, 16, 17,18, 19) (Mcstay, 2016). Estudios previos realizados en células mitéticas de
individuos con SD han demostrado un incremento en el nimero de Ag-NOR, debido a la
presencia de una de estas regiones en el HSA21 (Demirtas, 2009). Sin embargo, el fragmento
del Mmu16 triplicado en el ratdon TS no porta ninguna de estas regiones. Ademas, el exceso de
dosis génica presente en éstas podria modificar la distribucidn tridimensional de las NOR dentro

del ndcleo y alterar el patrén de fusién nucleolar.

Los genes ribosomales codifican para un rRNA precursor denominado 45S que incluye
los transcritos de los rRNA maduros 5.8S, 18S y 28S. El pre-rRNA 45S tiene una vida muy corta
ya que, una vez se sintetiza, sufre un rapido y complejo procesamiento que da lugar a los rRNA

maduros que formaran parte de las particulas ribosomales (Wilson y Cate, 2012).

La organizacién estructural del nucleolo refleja las etapas de procesamiento de las
enzimas y factores reguladores implicados en la sintesis y procesamiento de rRNA (Figura 7).
Los centros fibrilares (CF) son lugares de almacenamiento de la maquinaria de transcripcion,
como la polimerasa | y el factor de transcripcion UBF (Transcription Upstream Binding Factor)
(Boisvert et al., 2007). Los genes ribosomales activos se encuentran en el componente fibrilar
denso (CFD), donde se lleva a cabo la transcripcion del pre-rRNA 45S y su procesamiento hacia
los rRNAs maduros 5.8S, 18S y 28S (Smirnov et al., 2016). Este procesamiento esta guiado por
ribonucleoproteinas nucleolares pequefias (snoRNA), como la fibrilarina o la diskerina. En
particular, la fibrilarina produce la metilacion de pre-RNA y la diskerina/NAP57 la
pseudouridinizacion, cruciales para el correcto plegamiento y ensamblaje con proteinas
ribosomales (Trinkle-Mulcahy y Sleeman, 2017). Las particulas preribosomales emergentes del
CFD se transfieren al componente granular donde interaccionan con chaperonas,
particularmente la nucleofosmina (NPM/B23) (Raska et al., 2006). Aqui, el 18S interacciona con
proteinas ribosomales para formar la subunidad pequefa del ribosoma, mientras que el 5.8S y

el 28S se unen a las proteinas para formar la subunidad mayor del ribosoma (Figura 7). Las
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particulas ribosomales maduras en el componente granular salen del nucleolo y se exportan al

citoplasma donde se ensamblan (Schéfer y Weipoltshammer, 2018).

Espliceosoma
(splicing mRNAs)

Y

60S

—/;sk mRNA

Ribosoma

Figura 7. Representacién del proceso de biogénesis de los ribosomas. El rDNA activo presente en el componente
fibrilar denso (CFD) del nucleolo se transcribe mediante la accion de la polimerasa | (POL 1), dando lugar a un precursor
de rRNA denominado 45S. Gracias la accion de diferentes proteinas (SnoRNP) sintetizadas en el cuerpo nuclear de Cajal
(CB) se llevan a cabo diversas modificaciones que dan lugar a los rRNA maduros 5.8S, 18S y 28S. El 18S formara la
subunidad pequefia del ribosoma, mientras que el 5.8S y el 28S la subunidad mayor. Esquema modificado de la Tesis
de Oriol Narcis Majos, 2019.

2.3.1.2.2. El cuerpo nuclear de Cajal

El CB es una organela del dominio intercromatinico que recibe este nombre en honor a su
descubridor Santiago Ramon y Cajal. Este lo describié como una estructura nuclear esférica que
se encuentra libre en el nucleoplasma celular y aparece, frecuentemente, asociada al nucleolo

(Gall, 2003; Lafarga et al., 2009).

A nivel molecular, el CB esta formado por coilina, una proteina estructural especifica de

los CB candnicos. Ademas, estos cuerpos concentran diversos componentes como RNAs no
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codificantes, proteina de supervivencia de motoneuronas (SMN, survival of motor neurons)
ribonucleoproteinas  nucleares pequefias espliceosomales (snRNP, small nuclear
ribonucleoproteins) y ribonucleoproteinas nucleolares pequefias (snoRNP, small nucleolar

ribonucleoproteins) (Lafarga et al., 2018; Machyna et al., 2014; Meier, 2017).

Los CB son organelas plurifuncionales implicadas en la maduracion del complejo de la
telomerasa, el procesamiento de histonas y la biogénesis de snRNP y snoRNP. Destaca su
participacion en la sintesis de snRNP espliceosomales, implicadas en el procesamiento de pre-
RNA, y de snoRNP, responsables del procesamiento pre-rRNA en el nucleolo (Meier, 2017). Por
otro lado, los CB se encuentran asociados a loci que codifican para histonas, SnoRNP o0 shRNP
lo que sugiere que, ademas, estan implicados en la organizacién del genoma (Sawyer et al.,
2016). De esta manera, se puede justificar la estrecha relacion espacial que tienen los CB con
algunas estructuras celulares como los nucleolos o los telémeros (Cioce et al., 2006a). Asi, los
CB no son un sitio de transcripcion ni de splicing, sino que sirven como suministro de diferentes

componentes moleculares esenciales para el mantenimiento de la proteostasis celular.

En mamiferos, el nimero y tamafio de CB por célula es especifico de cada tipo neuronal
y ambos parametros se encuentran directamente relacionados con el tamafio y la actividad
transcripcional neuronal (Berciano et al., 2007; Pena et al., 2001a). Por lo tanto, la reduccion del
numero o tamafio de CB causa una alteracion en la proteostasis neuronal, contribuyendo asi a

la neurodegeneracion (Narcis et al., 2018; Tapia et al., 2017).
2.3.2. Alteraciones celulares asociadas al exceso de estrés oxidativo en el SD

Como se ha mencionado anteriormente, el incremento de estrés oxidativo es un proceso
neuropatoldgico que se encuentra estrechamente relacionado con los déficits cognitivos del SD,
asi como en el envejecimiento acelerado del cerebro y el desarrollo de la neuropatologia de tipo
EA (Gomez et al., 2020).

Como consecuencia de este incremento de ROS en el SD, se genera dafio oxidativo en
diferentes biomoléculas celulares (incluyendo proteinas, lipidos y DNA) (Busciglio y Yankner,
1995; Morawiec et al., 2008; Odetti et al., 1998; Rueda y Martinez-Cué, 2020), en la membrana
celular y de diferentes organulos citoplasmaticos (mitocondrias, lisosomas o reticulo
endoplasmico) contribuyendo a su disfuncionalidad (Manna et al., 2016) y en los sistemas de
degradacion proteica intracelular como el sistema autofagico-lisosomal (apartado 2.3.2.3) y el
sistema ubiquitin-proteasoma causando alteraciones en la proteostasis celular (Di Domenico et

al., 2013; Lanzillotta y Domenico, 2021). Todas estas alteraciones ocasionadas por el estrés
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oxidativo pueden causar inestabilidad gendmica, comprometer la funciéon neuronal y acelerar la

neurodegeneracion (Necchi et al., 2015b; Tiano et al., 2012b).

2.3.2.1. Disfuncién mitocondrial en el SD
La mitocondria es una organela citoplasmatica cuya funcion principal es la sintesis de la energia
en forma de ATP. El mantenimiento de la integridad de esta organela es especialmente

importante en neuronas por sus altos requerimientos energéticos.

Como se ha mencionado anteriormente, la fosforilacion oxidativa mitocondrial es la
principal fuente de ROS en la célula por lo que alteraciones en esta organela daran lugar a un
incremento del estrés oxidativo celular (Perluigi et al., 2011; Piccoli et al., 2013). Adem4s, las
membranas mitocondriales y el DNA mitocondrial (mtDNA) son una diana directa de estas ROS,
por lo que el estrés oxidativo dafia el funcionamiento de las mitocondrias (Coskun y Busciglio,
2012; van Houten et al.,, 2006; Wang et al.,, 2014). En el SD se han descrito numerosas
alteraciones morfoldgicas y funcionales en las mitocondrias (Bordi et al., 2019; Izzo et al., 2018;
Mollo et al., 2020; Zamponi et al., 2018). En fibroblastos humanos se ha observado una
disminucién de crestas mitocondriales, asi como la dilatacion de sus membranas y anomalias en
su distribucion (Helguera et al., 2013; 1zzo et al., 2017; Piccoli et al., 2013; Zamponi y Helguera,
2019). Ademaés, el sistema de fosforilacion oxidativa muestra alteraciones en los niveles de
expresion de diferentes complejos implicados en este proceso, disminucion en el consumo de
oxigeno y reduccion en el potencial de la membrana interna mitocondrial en diferentes tejidos,
células y edades en el SD (Bayona-Bafaluy et al., 2021; Valenti et al., 2011). Adicionalmente, en
cerebros SD se ha observado una disminucién en la expresion de diferentes genes codificados
en el mtDNA, que comprometen el correcto funcionamiento de esta organela (Coskun et al.,
2010). Todas estas alteraciones mitocondriales causan una reduccion en la produccion de

energia celular.

En el SD, también se han descrito alteraciones en la biogénesis y la degradacién
mitocondrial (Bordi et al., 2019). En fibroblastos humanos de SD se ha observado una reduccion
en la expresion de genes implicados en la biogénesis mitocondrial, asi como un incremento en

la expresién de genes relacionados con la fision (1zzo et al., 2018).

Las mitocondrias disfuncionales han de ser degradadas mediante una forma especifica
de autofagia denominada mitofagia. Esta via de sefializacién comienza con una despolarizacion
de la membrana mitocondrial que sirve para reclutar dos factores sefializadores PINK1 y Parkina
(Yoshii y Mizushima, 2015). PINK1 es una kinasa que se acumula en la membrana externa

mitocondrial y su funcién es fosforilar a la Parkina (Koyano et al., 2014). Asi, se produce el
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reclutamiento de la Parkina, una ubiquitin E3 ligasa encargada de unir pequefas colas de
ubiquitinas en las mitocondrias disfuncionales o dafadas para comenzar la cascada de
sefializacion hasta formar el autofagosoma donde seran degradadas (Lazarou et al., 2015;
Rakovic et al., 2013). En el SD se han descrito déficits en la degradacion mitocondrial mediada
por esta via debidas a alteraciones en la interaccion PINK1/Parkina y defectos en la formacion
del autofagosoma (Bordi et al., 2019). Ademas, en el hipocampo de individuos SD se ha descrito
una hiperactivacién de la via de mTOR que inhibe la mitofagia (lyer et al., 2014; Perluigiet al.,
2014).

En su conjunto, esta disfuncion mitocondrial presente en el SD induce dafio y disfuncién
de mitocondrias caracterizadas por una menor produccién de ATP y mayor generacion de ROS
(Bayona-Bafaluy et al., 2021; Bordi et al., 2019; Mollo et al., 2020; Zamponi et al., 2018). Por lo
tanto, los déficits energéticos junto con el incremento de estrés oxidativo son dos procesos que
se encuentran directamente relacionados con la neurodegeneracion caracteristica del SD

(Martinez-Cué y Rueda, 2020b).
2.3.2.2. Dafo en el DNA y mecanismos de reparacion en el SD

En condiciones fisiologicas, el dafio en el DNA se produce de forma constante en las células y
aumenta progresivamente durante el envejecimiento contribuyendo a la senescencia celular
(Zhou et al., 2015; Martinez-Cué y Rueda, 2020a). Sin embargo, en situaciones en las que hay
un incremento del estrés oxidativo celular se produce una acumulacion de dafio en el DNA,
particularmente dafio de doble cadena (DSB, Double Strand Breaks), la forma mas nociva para
la célula. En fibroblastos de individuos con SD se ha descrito un incremento de dafio oxidativo
en el DNA, asi como roturas en el DNA de doble cadena (Tiano et al., 2012a; Zana et al., 2007).
Ademas, se ha demostrado que las células de personas con SD presentan mayor sensibilidad al
dafio oxidativo en el DNA que las células de individuos control (Morawiec et al., 2008a). Cuando
se produce dafio en el DNA por estrés oxidativo se activan los mecanismos de respuesta al dafio
en el DNA (DDR, DNA Damage Response). La DDR comienza con la fosforilacion de la histona
nucleosomal H2AX en la serina 139 (YH2AX) mediante la quinasa ATM. Esta fosforilacion recluta
en el foco de dafio a MDC1 que actia como amplificador de la fosforilacion de H2AX (Harper y
Elledge, 2007). Posteriormente, la fosforilacion de MDC1 atrae enzimas como la RNF8, una
ubiquitina ligasa E3 implicada en la ubiquitinacién de la histona H2A (Huen et al., 2007). Esta
modificacion postraduccional en la lisina 15 de la histona H2A (H2Aub) es fundamental para

activar una cascada de sefializacion de reparacion de las DSB que promueve el reclutamiento
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de diversos factores, como la 53BP1 que permite el acceso de la maquinaria de reparacion del
DNA en los focos de dafio (Walser et al., 2020) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de la via de sefializacion de la respuesta al dafio en el DNA generado por un exceso de estrés
oxidativo. La exposicién cronica al estrés oxidativo genera roturas en el DNA de doble cadena que han de ser reparadas
mediante la DDR. En primer lugar, la ATM fosforila a la histona H2AX y se produce un reclutamiento de diversas enzimas.
Posteriormente, se produce la ubiquitinacion de la histona H2A, que sera reconocida por la 53BP1. La activacion de esta
cascada de sefializacion permitira el acceso de la maquinaria de reparacion en los focos de dafio en el DNA. Esquema
cedido por Maria Teresa Berciano.

En células de fetos y adultos con SD se ha descrito una acumulacién de dafio en el DNA
y defectos en los mecanismos de reparacion causados por el exceso de estrés oxidativo

(Morawiec et al., 2008; Tiano et al., 2012; Necchi et al., 2015a; Zana et al., 2007).

El incremento en el dafio en el DNA se relaciona con la inestabilidad genémica y la
apoptosis, eventos que pueden contribuir al deterioro cognitivo y la neurodegeneracion en el SD

(Morawiec et al., 2008; Tiano et al., 2012; Martinez-Cué y Rueda, 2020b).
2.3.2.3. Alteraciones en la proteostasis celular en el SD

La proteostasis celular hace referencia a la correcta funcién y balance de la abundancia del
proteoma celular y engloba la sintesis, plegamiento y degradacién proteica. Por lo tanto, para

mantener la proteostasis celular se requiere un adecuado funcionamiento de los ribosomas, el
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RE vy los sistemas de degradacion intracelular, que incluyen el sistema ubiquitin-proteasoma

(UPS), el sistema autofagico-lisosomal y la via endocitica (Labbadia y Morimoto, 2015).

El exceso de dosis génica es un factor que, por si mismo, afecta a la proteostasis celular
(Larrimore et al., 2020; Oromendia y Amon, 2014). Por lo tanto, en el SD, se producen
alteraciones en la proteostasis desde etapas tempranas del neurodesarrollo. Posteriormente, con
la aparicion de mecanismos neuropatolégicos como el exceso de estrés oxidativo cerebral y el
desarrollo de la neuropatologia de tipo EA se produce la acumulacién de proteinas oxidadas y
mal plegadas, que forman agregados y contribuyen, ain mas, al deterioro de la proteostasis
celular (Aivazidis et al., 2017; Butterfield y Boyd-Kimball, 2018).

Por tanto, el correcto funcionamiento de estos sistemas de degradacion intracelular es
esencial para evitar la acumulacion de proteinas dafiadas que formen agregados toxicos o

indeseados, asi como asegurar la homeostasis celular.
2.3.2.3.1. El sistema ubiquitin-proteasoma (UPS)

El sistema UPS est4 implicado en el reconocimiento y degradacion de proteinas dafadas,
disfuncionales o mal plegadas, asi como de reciclar proteinas funcionales que ya no son
necesarias para el funcionamiento celular. El proteasoma es una estructura proteica de forma
cilindrica compuesta por una subunidad catalitica 20S, también denominada “core”, y dos
subunidades reguladoras 19S que constituyen una estructura denominada 26S (Figura 9)
(Wehmer y Sakata, 2016).

La subunidad 20S esta compuesta 4 por anillos superpuestos, dos a y dos 3. Los dos
anillos a se encargan del reconocimiento de las proteinas, mientras que los anillos 3 poseen la
actividad catalitica. Los anillos B poseen 6 centros cataliticos clasificados en 3 categorias segun
su actividad proteolitica: i) caspasa-like, que corta después de aminoacidos acidos, ii) tripsina-
like, que corta después de aminoacidos basicos vy iii) quimiotripsina-like, que corta después de
aminoécidos hidrofébicos (Orlowski y Wilk, 2000). En células eucariotas, la actividad proteolitica
del 20S degrada aproximadamente el 90 % de las proteinas dafiadas por exceso de estrés

oxidativo (Jung et al., 2006).

La actividad del proteasoma estéa regulada, fundamentalmente, por las dos subunidades
19S que se unen a los anillos a del core. La funcién de la subunidad reguladora es reconocer,
desplegar y activar a la subunidad 20S para la degradacion de proteinas (Bedford et al., 2010).

Para poder cambiar la configuracion tridimensional de las proteinas y que puedan ser
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degradadas en el core, la subunidad 19S cuenta con actividad ATP-asa (Cascio et al., 2002)

(Figura 9).

Las proteinas que han de ser degradadas mediante el UPS sufren un proceso de
modificacion postraduccional denominado poliubiquitinizacion, que consiste en la adicién de una
pequefa cola de ubiquitinas. Para ello, este sistema cuenta con un conjunto de enzimas (E1, E2,
E3) cuyo funcionamiento es ATP-dependiente (Tai y Schuman, 2008). De esta manera, las

proteinas poliubiquitiniladas son reconocidas por la subunidad 19S y degradadas en el core.
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Figura 9. Esquemade la estructuray funcion del proteasoma. A la izquierda, se muestra la estructura del proteasoma
26S compuesto de dos subunidades reguladoras 19S en los extremos (azul) y una subunidad catalitica 20S que, a su
vez, contiene dos anillos a (verde claro) y B (verde oscuro). A la derecha se representa el proceso de ubiquitinizacién de
una proteina para ser degradada mediante el UPS, dando como resultado su descomposicién en aminoacidos.

Por tanto, la degradacién de proteinas mediante el proteasoma supone un gran gasto
energético para la célula (Henderson et al., 2011), por lo que una disminucién de la energia
celular produce alteraciones en la degradacion proteica mediante este sistema. Por otro lado, el
incremento de ROS afecta negativamente a la actividad del proteasoma 26S (Ishii et al., 2005;
Zmijewski et al., 2009). En consecuencia, en cerebros y fibroblastos de individuos con SD se ha

observado una disminucion de la actividad proteasomal (Aivazidis et al., 2017; di Domenico et

al., 2013), asi como la acumulacién de proteinas poliubiquitinadas (Tramutola et al., 2017).
2.3.2.3.2. El sistema autofagico-lisosomal

El sistema autofagico-lisosomal se encarga de la degradacion de macromoléculas, agregados
proteicos, asi como de organelas dafiadas o disfuncionales. Ademas, en condiciones en las que

el proteasoma esta dafiado, la via autofagica-lisosomal toma especial relevancia ya que
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degradara las proteinas oxidadas o mal plegadas que no han podido ser procesadas por este

sistema (Pandey et al., 2007).

Los lisosomas son organelas compuestas por una doble membrana lipidica en cuyo
interior hay una gran variedad de enzimas hidroliticas. Entre ellas se encuentran diversas
proteasas, lipasas y nucleasas que necesitan un entorno acido para su correcto funcionamiento,
por lo que la membrana lisosomal cuenta con numerosas bombas de protones ATP-
dependientes que aseguran un pH entre 4.5 y 5.5. Las principales proteasas lisosomales son las
catepsinas y se agrupan en 3 grupos en funcion del residuo responsable de su actividad
catalitica: aspartato-proteasas (catepsina D y E), cisteina-proteasas (captepsina B, C, F, K, L, O,
S, V, Wy X) y serina-proteasas (catepsina G) (Stoka et al., 2016). Los lisosomas son estructuras
muy dindmicas que se fusionan o dividen en funcién de los requerimientos proteoliticos celulares
(Luzio et al., 2007). En funcion de su actividad funcional se clasifican en 3 categorias: i) los
lisosomas primarios que son organelas sin actividad hidrolitica ya que necesitan la activacion de
las catepsinas mediante la fusidon con vesiculas autofdgicas o endosomas tardios. ii) Los
lisosomas secundarios que se forman con la fusién del lisosoma primario con la vesicula
autofagica, induciendo la activacion de las hidrolasas para degradar el material celular contenido
en su interior. Una vez degradado, el lisosoma libera los productos al citoplasma y entra en una
fase de reposo y se fusiona con otros lisosomas. Por ello, en condiciones fisioldgicas, las células
no presentan muchos lisosomas secundarios (Yorimitsu y Klionsky, 2005). iii) En células post-
mitéticas se encuentra un tercer tipo de lisosoma denominado cuerpo residual. Los cuerpos
residuales se forman cuando el material lisosomal no es digerible y agota la actividad enzimética
de los lisosomas, produciéndose una acumulaciéon de compuestos celulares que no pueden ser
degradados en el interior del lisosoma y que normalmente son téxicos para la célula (Kurz et al.,
2008).

Ademéas de la degradacién lisosomal, estas organelas estan implicadas en la
degradacion intracelular mediada por la via autofagica. La autofagia es el proceso bioldgico de
renovacion permanente de los constituyentes celulares (Parzych y Klionsky, 2014). Este sistema
se encuentra regulado, principalmente, mediante la via de sefializacibn mTOR, cuya activacién
inhibe esta via autofagica-lisosomal (Deleyto-Seldas y Efeyan, 2021). Se describen 3 tipos de
autofagia: i) la macroautofagia es el tipo mas frecuente y se encarga de la degradacion de
organelas dafiadas o disfuncionales (mitocondrias, reticulo endoplasmico (RE), ribosomas y
peroxisomas), proteasomas, y proteinas solubles de gran tamafio. Este proceso se inicia con el
englobamiento de material citosolico en una vesicula de doble membrana desprovista de

actividad proteolitica, denominada fagéforo. Posteriormente, se fusiona con lisosomas y forman
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en autofagolisosomas, en cuyo interior se produce la degradacion del material y el reciclaje de
aminoacidos y otras moléculas. ii) la microautofagia esta implicada en la degradacién de
peroxisomas, mitocondrias, RE, partes nucleares, gotas lipidicas y ciertas enzimas
citoplasmaticas mediante la invaginacion directa de la membrana lisosomal (Schuck, 2020) v iii)
la autofagia mediada por chaperonas es un proceso muy selectivo implicado en la degradacion

de proteinas citosolicas y solubles (Kaushik y Cuervo, 2018).

El estrés oxidativo puede alterar la via autofagica-lisosomal oxidando las enzimas
lisosomales y las bombas de protones dependientes de ATP de la membrana. Estas
modificaciones oxidativas alteran el pH produciendo déficits en la degradacion de la via
autofagica-lisosomal. Por otro lado, un incremento en el estrés oxidativo celular produce un
incremento de hierro y otros metales, liberados durante el proceso de degradacién de
metaloproteinas, que entran en el ciclo de oxidacion y alteran la homeostasis redox del lisosoma
(Kurz et al., 2008).

Tanto en individuos con SD como en el raton TS se han descrito diversas alteraciones
relacionadas con este sistema autofagico-lisosomal. Por un lado, en fibroblastos humanos y en
cultivos primarios de neuronas corticales del modelo murino Ts2, se han descrito alteraciones
morfolégicas lisosomales, que incluyen el agrandamiento y acumulacién de estas organelas en
el citoplasma celular y un aumento en el pH intralisosomal que produce la inactivacién de algunas
proteasas como la catepsina D (Jiang et al., 2019). Por otro lado, se ha descrito una
hiperactivacion en la via de sefializacion de mTOR que causa una inhibicion del sistema
autofagico-lisosomal en muestras hipocampales de personas con SD (lyer et al., 2014; Perluigi,
et al., 2014). Como se mencion6 anteriormente, los fibroblastos de individuos con SD muestran
defectos en la activacion de esta via (Deleyto-Seldas y Efeyan, 2021), lo que contribuye a la

acumulacion de mitocondrias disfuncionales y al incremento de estrés oxidativo.

Con el tiempo, esta estructura ira incorporando lipidos peroxidados, carbohidratos
oxidados y agregados proteicos dafiados que contribuiran a incrementar el estado oxidativo de
la célula. De esta manera, se formard la lipofuscina, un pigmento autofluorescente que resulta
altamente toxico para la célula (Korovila et al., 2017). El 99 % de la lipofuscina es captada por
los lisosomas, sin embargo, este compuesto es resistente a la accién de las proteasas por lo que
no puede ser degradada en el interior de estas organelas (Héhn et al., 2012). Las células tratan
de diluir la acumulacién de lipofuscina mediante la division celular por lo que, en las células post-
mitoticas como las neuronas, la acumulacién de lipofuscina es irreversible y se agrava con el

envejecimiento. La acumulacion de lipofuscina en el interior celular contribuye al incremento del
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estrés oxidativo, afectando negativamente al funcionamiento celular y contribuyendo a la

neurodegeneracion.

En conclusion, el incremento de estrés oxidativo caracteristico del SD incrementa la
oxidacién de proteinas y afecta negativamente a los sistemas de degradacion intracelular dando
lugar a un incremento de proteinas mal plegadas que tienden a formar agregados no deseados
en el citoplasma de las neuronas que pueden dafiar otros procesos celulares. Todas estas
alteraciones contribuyen al deterioro cognitivo y al desarrollo de la neuropatologia de tipo EA en
el SD (Di Domenico et al., 2018).
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral era estudiar las alteraciones celulares producidas por
diferentes mecanismos neuropatolégicos en las CG del hipocampo que podrian estar
contribuyendo a los déficits cognitivos del modelo experimental de sindrome de Down Ts65Dn,
a los 6 meses de edad. Dado que las alteraciones neuronales en el SD son debidas al exceso
de dosis génica responsable de la aparicion y desarrollo de mecanismos neuropatoldgicos, entre

los que destaca el estrés oxidativo, este trabajo se ha dividido en dos bloques de estudio:

Estudio I. Evaluacion de las alteraciones en la arquitectura nuclear y la organizacion de
diferentes compartimentos nucleares causados por el exceso de dosis génica y la

reorganizacién tridimensional del genoma en las CG del hipocampo del raton TS.
Los objetivos especificos de este primer estudio eran:

1. Analizar si el exceso de dosis génica induce cambios en el tamafio nuclear o alteraciones
epigenéticas implicadas en la remodelacion de la cromatina.

2. Evaluar si las alteraciones en la organizacion de la cromatina causan cambios en la
actividad transcripcional global.

3. Determinar si la reorganizacion tridimensional del genoma afecta a la localizacion de las
NOR dentro del nucleo celular y, en consecuencia, altera el patron de fusion nucleolar,
el numero de nucleolos o la sintesis de rRNA.

4. Evaluar si el exceso de dosis génica produce cambios en el nimero o funcién de los CB.

Estudio Il. Andlisis de las alteraciones celulares asociadas al incremento de estrés
oxidativo sobre sistemas fundamentales para el mantenimiento de la homeostasis de las

CG del hipocampo del ratén TS.
Los objetivos especificos del segundo estudio eran:

1. Profundizar en el estado oxidativo y mitocondrial del hipocampo y de esta poblacion
neuronal.

2. Analizar los efectos del estrés oxidativo sobre el dafio en el DNA.

3. Evaluar las alteraciones asociadas al estrés oxidativo sobre el sistema ubiquitin
proteasoma (UPS).

4. Evaluar las anomalias asociadas al estrés oxidativo sobre el fenotipo y organizacion

lisosomal.
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Material y Métodos

4.1. Animales de experimentacion

El modelo animal utilizado en el presente trabajo de Tesis Doctoral es el raton trisémico Ts65Dn
(TS), un modelo murino de sindrome de Down que presenta una triplicacion parcial del

cromosoma Mmule6.

Los animales se criaron y mantuvieron en el Servicio de Estabulacion y Experimentacion
Animal (SEEA) de la Universidad de Cantabria. Se estabularon en grupos de dos o tres animales
en jaulas transparentes de Plexiglas (20 x 22 x 20 cm) en condiciones estandar de laboratorio a
una temperatura de 22 + 2 °C, un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y acceso a comida y agua

ad libitum.

Los protocolos de mantenimiento, manejo y sacrificio realizados en este trabajo fueron
aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria y llevados a cabo de acuerdo
con la Declaracién de Helsinki y la Directiva del Consejo de Comunidades Europeas (86/609/EEC
del 24 de noviembre de 1986).

4.1.1. Obtencion del modelo animal

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron ratones de 6 meses de edad, tanto machos como
hembras, del modelo Ts65Dn que fueron comparados con sus hermanos euploides (CO). Los
animales fueron obtenidos a partir de cruces de hembras TS reproductoras suministradas por
The Robertsonian Chromosome Resources (The Jackson Laboratory, Bar Habor, Maine, USA)
con machos hibridos C57BL/6Ei-C3H/HeSNJ (B6EIC3Sn) F.

4.1.2. Cariotipado de los animales

Dado que los ratones CO y TS no son distinguibles por su aspecto externo, es necesario
identificar el cariotipo de los animales de experimentacién mediante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-qPCR, del inglés “Real Time Quantitative Polymerase

Chain Reaction”).

La extraccion de DNA gendémico (gDNA) se realizé a partir de la digestién de
aproximadamente 1-2 mm de la cola de cada ratdn obtenidas en el dia del destete (dia 21
postnatal). La muestra se recogio en un tubo eppendorf de 1.5 ml en el que se afadieron 300 pl
de NaOH 50mM vy se incubaron durante 30 minutos a 98 °C en un bloque seco Tembloc (JP
Selecta, Barcelona, Espafia). A continuacion, las muestras se agitaron en voértex y se volvieron
aincubar durante 30 minutos a 98 °C hasta conseguir una digestion completa. Una vez terminada

la digestién, se afiadieron 30 ul de Tris 1M (pH=8) para neutralizar la reaccion. Seguidamente,
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las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 13,000 r.p.m. (revoluciones por minuto)
en una centrifuga Biofuge Fresco (Heraeus Instruments, Hanau, Alemania) y se transfiri6 el
sobrenadante a un nuevo tubo. Finalmente, se cuantificd6 el ADN en el espectrofotdmetro
Nanodrop 1000 (Thermoscientific, Waltham, Massachusetts, USA) a una longitud de onda de

260 (A260) y se diluyeron las muestras en agua Milli-Q ® (Sigma) hasta una concentracién de 20

ng/ul.

Para poder identificar la presencia de la trisomia se utilizaron como marcadores los
genes codificantes para la proteina precursora del $-amiloide (App) y de resistencia a Mixovirus
(Mx1), situados cerca de los extremos proximal y distal, respectivamente, del segmento triplicado
del cromosoma Mmul6. Para normalizar las cantidades de gDNA se utilizd el gen de la
apolipoproteina B (ApoB) que esta situado en el cromosoma murino Mmul2 y, por tanto, se
encuentra presente en doble dosis. La amplificacion del gDNA se llevé a cabo utilizando primers

sentido y antisentido y sondas de tipo Tagman especificos para cada gen de interés (Tabla 1).

Tabla 1. Primers y sondas utilizadas para el cariotipado de animales.

Secuencia sentido (5°-3’) Secuencia antisentido (5’-3’) Sonda (5°-3’)
app | TEGTGAAGATGTGGGTTC | GACATICACCGTTGCTATCA | causacac CATCATCG
GACTCA-
Wi | TCTCCGATTAACCAGGCT | GACATAAGGTTAGCAGCTAA  crrrc ce A
ApoB = CACGTGGGCTCCAGCATT |~ |CACCAGTCATTTCTGCCTT CCAT%ATZ:G(;GCACTGC

La cuantificacion del nUmero de copias de los genes de interés se realizd6 en cada
muestra de manera simultdnea por lo que las sondas contenian fluorocromos con longitud de
onda maxima de excitacion y emision diferentes: FAM para App y Mx1 y HEX para ApoB. Para
comparar cada par de genes se utilizé la siguiente preparacion: 8 pl de gDNA diluido a 20 ng/ul
(160 ng/pocillo), 10 pl de 2x Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), 0.2 pl de cada primer del gen problema a una concentracion de 40 uM, 0.2 pl
de cada primer del gen control a una concentracién de 40 uM (Metabion, Martinsried, Alemania)

y 0.6 pl de cada sonda a una concentracion de 5 uM (Applied Biosystems).

Las gPCRs se realizaron en un termociclador Mx3000 (Stratagene, California, USA)
utilizando placas de 96 pocillos (Teknovas, Derio, Vizcaya, Espafia) y pelicula adhesiva éptica

MicroAmp (Applied Biosystems). Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:
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Temperatura Duracion Repeticiones
50 °C 2 minutos 1X
95 °C 10 minutos 1X
95 °C 15 segundos
i 40X
60 °C 1 minuto

Los resultados obtenidos con el programa MxPro-3005P se analizaron mediante el
método Livak o método AACt (Livak y Schmittgen, 2001). Los resultados obtenidos representan
la relacién de los genes problema respecto al control. Los valores similares a 1 indican que el
animal es CO, mientras que los valores de 1.5 indica que se trata de un ratén TS. Cada uno de

los valores se evalud por duplicado en la misma placa y en dos experimentos independientes.
4.1.3. Obtencidn y procesamiento del tejido biolégico

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se han utilizado muestras del hipocampo de ratones TS
que se han comparado con sus hermanos euploides a los 6 meses de edad. Para ello, se han
utilizado técnicas de Biologia Celular y Molecular que han permitido evaluar posibles alteraciones
nucleares y citoplasmaticas en las células del hipocampo del raton TS. Ademas, también se han
utilizado técnicas de Biologia Celular que permitieron analizar de manera aislada las células
granulares (CG) del hipocampo de estos ratones. En este caso, los animales fueron anestesiados
y perfundidos con diferentes soluciones fijadoras. Mientras que en las técnicas de Biologia
Molecular se utilizaron lisados hipocampales totales y los animales fueron anestesiados y

sacrificados mediante decapitacion para la extraccion en fresco del tejido.
4.2. Técnicas de Biologia Celular
4.2.1. Perfusién de los animales

Para poder analizar las CGs del giro dentado se emplearon diferentes técnicas de Biologia
Celular. Dependiendo de la técnica concreta que se fuera a utilizar, los animales fueron
perfundidos con diferentes soluciones fijadoras con el fin de preservar correctamente las
estructuras celulares. En primer lugar, los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccion
intraperitoneal con pentobarbital sédico (20 mg/ml), diluido en etanol (10 %) y propilenglicol (20
%) a una dosis de 50 mg/kg de peso corporal. Los tejidos fueron fijados por perfusion
intracardiaca siguiendo el siguiente protocolo: una vez comprobado que el animal no respondia
al dolor, se realiz6 una incision en el tramo abdominal, posteriormente se secciond el diafragma
y se levanté el peto costal, dejando al descubierto el corazon. Se introdujo una aguja de calibre

25G en el vértice del ventriculo izquierdo por donde se introdujo la solucion fijadora y, a
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continuacion, se realiz6 una incision en la auricula derecha para permitir la salida de dicha

solucion.

Para realizar este procedimiento se utiliz6 una bomba ISMATEC ISM 829 (IDEX Health
& Science) a un flujo constante de 5 ml/minuto y se bombe6 el doble de volumen en ml que el
peso en gramos del ratén. Una vez finalizada la perfusion, el animal fue decapitado y se procedio

a la extraccion del cerebro.
4.2.2. Obtencién de disociados neuronales

La técnica de squash o disociado celular se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Lafarga et al. (1991). De esta manera, es posible conservar los somas neuronales completos
para realizar estudios de distribucion y cuantificacion de diferentes estructuras intracelulares,
tanto nucleares como citoplasmaticas. En el presente trabajo, se utilizaron los disociados de CG
hipocampales para el estudio de inmunofluorescencia, el ensayo de transcripcion in situ y la

tincién argéntica de Ag-NORs.

Para llevar a cabo los disociados de CG del giro dentado el tejido fue fijado mediante
perfusion con paraformaldehido (PFA) al 3.7 % en PBS (PBS 1X: 137mM NacCl; 2.7 KCI; 10mM
Na:HPO4; 1.75 KH2PO4; pH 7.4), siguiendo el protocolo de perfusion descrito en el apartado
anterior. Posteriormente, se realizaron secciones coronales del cerebro de 200 um de grosor en
un vibratomo de deslizamiento (Leica VT1000S, Leica Instruments GmbH) que fueron recogidas

en PBS y almacenadas a 4 °C hasta el momento de su uso.

A continuacion, se realiz6 una microdiseccién del giro dentado del hipocampo bajo una
lupa estereoscopica y se obtuvieron pequefios fragmentos que fueron depositados
individualmente sobre un portaobjetos (Superfrost ®Plus, Menzel-Glaser, Alemania). Cada
muestra se cubrié con 10 pl de PBS y sobre ella se coloco un cubreobjetos para después percutir
el tejido con una aguja histol6gica y disociar las células. Para controlar el grado de disociacion y
preservacion citoldgica se realizaron observaciones en el microscopio en contraste de fase. Para
que las células quedaran adheridas al portaobjetos, las muestras se congelaron en nieve
carbonica durante, al menos, 10 minutos. Posteriormente, con ayuda de una cuchilla, se retir6 el
cubreobjetos y se delimité la zona donde se encuentraba el tejido disociado con un lapiz de
diamante. Por ultimo, las muestras se sumergieron durante 4 minutos en etanol al 96 % y se

almacenaron en PBS a 4 °C.
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4.2.3. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Con el fin de detectar especificamente distintos antigenos se ha utilizado la técnica de
inmunofluorescencia indirecta sobre squashes de CG del hipocampo. Las muestras de
disociados celulares, que se encontraban almacenadas a 4 °C en PBS, se lavaron con PBS y se
incubaron con glicina 0.1M durante 20 minutos para eliminar los grupos aldehido de la fijacion.
Tras ello, para permeabilizar las muestras se incubaron con PBS-Tritén X-100 0.5 % durante 30
minutos a temperatura ambiente en agitacion suave. Una vez permeabilizado, se realizaron
varios lavados con PBS-Tween 20 (0.05 %) antes de proceder al marcaje por
inmunofluorescencia indirecta. Posteriormente, se afiadieron 8 pl del anticuerpo primario diluido
en PBS con BSA al 1 % sobre la muestra y se incubaron en camara humeda durante 3 horas a
temperatura ambiente o bien, toda la noche (o/n) a 4 °C. La relacién de anticuerpos primarios

utilizados en este trabajo se enumera en la Tabla 2.

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de inmunofluorescencia.

Anticuerpo Especie Casa Comercial Referencia Dilucion
Histona H4 acetilada H4 Conejo Upstate 06-598 1:100
Catepsina D Cabra Santa Cruz sc-6486 1:100
Coilina Conejo Bohmann et al., 1995  1:300
Nucleolina Conejo Abcam ab22758 1:200
Histona H2AX fosforilada (Serl139) Raton Millipore 05-636 1:100
PSMB5 Conejo Invitrogen PA1-977 1:50
TMG-cap Raton Oncogene NAO2 1:100
Histona H4 trimetilada (Lys20) Conejo Upstate 07-463 1:100
Ubiquitina Raton Santa Cruz sc-8017 1:50

Tras la incubaciéon del anticuerpo primario, las muestras se lavaron varias veces con
PBS-Tween 20 (0.05 %) y se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con un
fluorocromo de la siguiente manera: los anticuerpos conjugados con fluoresceina (FITC) o Texas
Red (TxR) se prepararon a una diluciéon 1:75 en PBS y se incubaron 45 minutos en camara
himeda y oscura a temperatura ambiente; mientras que aquellos conjugados con Cy3 se
diluyeron 1:750 en PBS y se incubaron 30 minutos utilizando el mismo protocolo que los

anteriores.

En aquellos casos en los que se realizé doble inmunomarcaje, la incubaciéon de los
anticuerpos primarios se efectué por separado de manera secuencial y, posteriormente, se
revelaron con anticuerpos secundarios conjugados con diferentes fluorocromos del mismo modo.

Ademas, en algunos inmunomarcajes fue necesario realizar un contraste con ioduro de propidio
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(IP), un intercalante de acidos nucleicos que tifie preferentemente el nucleolo y los grumos de
Nissl. Esta solucién se prepard a una dilucién 1:2000 en PBS a partir de un stock de 1 mg/mly
se incubd sobre las muestras durante 15 minutos a temperatura ambiente en camara himeda y

oscura.

Finalmente, las preparaciones se montaron con el medio de montaje Vectashield con
DAPI ® (Vector Laboratories, USA) y se sellaron con laca de ufias. Para el analisis de las
muestras se utilizaron dos microscopios confocales: el microscopio confocal laser Zeiss LSM
510, provisto del laser argdn (488) y HeNe (543) para excitar FITC y TxRed/Cy3 respectivamente,
y el microscopio confocal NIKON Al1R espectral, para aquellas preparaciones que, ademas,

requerian el laser de 405nm para visualizar la tincién con DAPI.

4.2.3.1. Anélisis de imagenes de Inmunofluorecencia

Para evaluar posibles alteraciones en estructuras celulares en las CG del hipocampo del ratén
TS se llevaron a cabo distintos andlisis cuantitativos, morfométricos y densitométricos. Todos los
estudios se realizaron sobre imagenes panoramicas de disociados de CG del hipocampo y se
cuantificé un minimo de 100 CG del giro dentado en, al menos, 3 ratones de cada cariotipo. En
el presente Trabajo de Tesis Doctoral se realizaron los siguientes analisis cuantitativos: i)
evaluacion del niumero de nucleolos por célula (Figura 18), ii) cuantificacién del nimero de
Cuerpos de Cajal (CBs) y del porcentaje de CG que contenian rosetas perinucleolares por célula
(Figura 23), iii) analisis del numero de focos de dafio en el DNA por célula y del porcentaje de
células que acumulan focos de dafio (Figura 30), iv) cuantificacién del nimero de clastosomas
por célula (Figura 34), v) analisis del nimero de agregados de proteinas ubiquitinadas por célula
(Figura 35) y vi) determinacién del nimero de focos catepsina D positivos, marcador de

lisosomas, por célula (Figura 36).

Ademas, se llevaron a cabo los siguientes analisis morfométricos y densitométricos
mediante el software informatico Image J (US National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,

USA, http://imagej.nih.goV/ij):

i) Para realizar el estudio morfométrico del &rea nuclear de las CG del hipocampo (Figura
11) se realiz6 una tincion con DAPI, un marcador citoquimico con gran afinidad por el DNA que
permite observar la morfologia del ndcleo celular. Sobre imagenes panoramicas de CG se dibujo

el perfil nuclear manualmente y se cuantifico el area seleccionada.

ii) Para evaluar el porcentaje de area nuclear ocupada por bloques de heterocromatina

(marcados por el anticuerpo anti-Histona H4 trimetilada) (Figura 12) se siguieron los siguientes
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pasos: en primer lugar, se realizdé una cuantificacion del area celular tal y como se indica en el
punto anterior. Posteriormente, se aplicé un umbral a partir del cual se reconocian las zonas
marcadas por la histona H4 trimetilada con el que se cuantific6 el area ocupada por este
marcador. Finalmente, se calculd el porcentaje de area ocupada por bloques de heterocromatina

utilizando la siguiente formula: area nuclear / area ocupada por histona H4 trimetilada x 100.

i) El andlisis densitométrico de la intensidad de fluorescencia de la histona H4 acetilada
(Figura 15) se llevd a cabo rodeando manualmente el perimetro nuclear de las CG del
hipocampo. Con el software Image J, se analiz6 el pardmetro “Raw integrated density”, que

proporciona la suma de la intensidad de fluorescencia de cada pixel seleccionado.

4.2.4. Ensayo de actividad transcripcional con 5’-fluorouridina

Las zonas de actividad transcripcional activa se marcaron mediante la incorporacion de 5’-
fluorouridina (5’-FU) en el RNA naciente. La pauta de administracion usada fue una dosis Unica
de 10 pl/g de una solucidn stock de 5-’FU (F5130, Sigma) preparada previamente a 0.4M en
suero salino. Tras 45 minutos de exposicién al compuesto, los animales fueron anestesiados y
fijados mediante perfusion con paraformaldehido al 3.7 % y Triton X 0.5 % en el buffer de
disolucién HPEM (HPEM 2x: 60mM Hepes, 130mM Pipes 20mM EGTA y 4mM MgCl2-6H20). Los
cerebros fueron extraidos y post-fijados durante 1 hora a temperatura ambiente y después
lavados en HPEM. Posteriormente, se realizaron los disociados neuronales tal y como se ha

descrito previamente.

Para detectar los sitios de incorporacion de 5’-FU se utilizé un anticuerpo monoclonal
anti-bromodeoxiuridina (anti-BrdU) (B84334 Clon BU-33, Sigma), que se incub6 a 37 °C en una
camara humeda durante una hora. Posteriormente, tras varios lavados con PBS-Tween-20 0.05
% las preparaciones se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con fluoresceina
(FITC) durante 45 minutos a temperatura ambiente en una camara oscura y hiimeda. Por ultimo,
las muestras se lavaron varias veces con PBS, se montaron con Vectashield ® (Vector
Laboratories) y se sellaron con laca de ufias para ser examinadas con un microscopio confocal
laser Zeiss LSM 510.

El anadlisis de intensidad de fluorescencia de la 5'-FU se llevé a cabo con el Software
Image J. Para ello, se rode6 el perimetro de cada célula manualmente y se cuantifico el
pardmetro “Raw integrated density”. En este experimento se utilizaron 3 animales de cada

cariotipo y se analizaron, al menos, 100 CG de cada uno de ellos.
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4.2.5. Tincién de plata para la deteccién de Ag-NORs

Para detectar las regiones organizadoras de nucleolos (NOR, del inglés Nucleolar Organizer
Regions) se utiliz6 una tincion de plata descrita por Zatsepina (2019). Inmediatamente antes de
iniciar el protocolo de tincion se prepararon las siguientes soluciones: una soluciéon de AgNOsz al
50 % en agua destilada y una solucion de gelatina al 2 % en agua destilada con acido férmico al
1 %.

Sobre las preparaciones de disociados neuronales se realizaron dos lavados de 5
minutos con agua destilada y, posteriormente, se incubaron con una mezcla de solucién de
AgNOs y gelatina en una proporcién 2:1, respectivamente, durante 15 minutos a 37 °C en cdmara
humeda. A continuacion, se lavaron las preparaciones varias veces en agua destilada en un

coplin de vidrio y se montaron con Vectashield ®.

Finalmente, las muestras fueron examinadas en un microscopio de epifluorescencia
Zeiss Axioskop 2 Plus con un objetivo 100x. La tincién revelé dos tipos de estructuras: unos
cuerpos argirdfilos grandes que contienen varios Ag-NORs que han fusionado un nucleolo y otros
cuerpos mas pequefios que corresponden con Ag-NORs que no han fusionado nucleolos. Se
realizd la cuantificacion de los dos tipos de cuerpos argirdéfilos por separado en 3 ratones de cada

cariotipo en un minimo de 100 CGs por raton (Figura 19).

4.2.6. Deteccién de lipidos

Para llevar a cabo la tincion de lipidos peroxidados y de gotas lipidicas se realiz6 el mismo
protocolo de fijacion del tejido que para la inmunofluorescencia (3.7 % de PFA en PBS). Sin
embargo, durante el procesamiento de los disociados de CG no se realizd la estabilizacién de
las muestras en etanol de 96 % sino que estas preparaciones fueron secadas al aire en los

portaobjetos. Una vez secos, los disociados neuronales se almacenaron en PBS.

Tincién de lipidos peroxidados

Para la deteccién de lipidos peroxidados se utilizé el Bodipy C11 581/591 (Molecular Probes) a
una concentracion de 1 ug/mL. Se depositaron 8 pl de este reactivo sobre el disociado neuronal
y se incub6 durante 30 minutos a 37 °C en camara himeda. Posteriormente, se realizaron varios
lavados en PBS y se montaron las preparaciones con Vectashield ® con DAPI. Inmediatamente

se procedio a digitalizar las imagenes de las preparaciones.

Para cuantificar la peroxidacién lipidica, se realizé un andlisis densitométrico de la
intensidad de fluorescencia del marcador Bodipy C11 en el citoplasma celular (Figura 27). Para
ello, se evaluaron 3 areas de igual tamafio por cada CG, excluyendo los focos Bodipy C11

positivos que corresponden con membranas de organelas con niveles altos de peroxidacion. Se
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analizo con el software Image J la suma integrada de los valores de intensidad en cada pixel del
area seleccionada (Raw integrated density). Ademas, para cuantificar organelas con altos niveles
de peroxidacion lipidica, se analizé el nUmero de focos citoplasmaticos Bodipy C11 positivos por
CG del giro dentado (Figura 27).

Tincidn de gotas lipidicas

La deteccion de gotas lipidicas se realiz6 mediante la incubacion de las muestras con Bodipy
493/503 a una concentracion final de 5uM durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
preparaciones se lavaron en PBS, se montaron con Vectashield ® con DAPI y se digitalizaron

inmediatamente.

Evaluacién de Lipofuscina

La evaluacién de la presencia de lipofuscina en las CG se realiz6 sobre disociados celulares
procesados segun el protocolo estdndar descrito en el apartado 3.2.2. A continuacion, dado que
la lipofuscina es un pigmento autofluorescente, los squashes se montaron directamente con
Vectashield ® con DAPI y se digitalizaron las imagenes mediante la excitacién con un laser de

argdn (488) en un microscopio confocal LSM510.
4.3. Técnicas de Microscopia Electronica
4.3.1. Inclusién en Araldita

Para la realizaciéon del estudio de microscopia electrénica de transmision (MET) se sigui6 el
protocolo descrito por Palay y Chan Palay (1976). En primer lugar, los animales fueron
perfundidos con glutaraldehido al 3 % en tampon fosfato (TF) 0.12M (TF: NaH2PO-H20 50mM;
K2HPO470mM; pH 7.4) utilizando una bomba de perfusion durante 10 minutos. Tras esta fijacion,
se extrajeron los cerebros, se post-fijaron con la misma solucién de perfusién durante una hora

a temperatura ambiente y se realizaron varios lavados en TF.

Posteriormente, se realizaron secciones coronales del cerebro de 300 um de grosor y se
microdiseccionaron fragmentos de 1-2 mm3 del giro dentado del hipocampo utilizando un
vibratomo de deslizamiento. A continuacion, el tejido se post-fijé con tetroxido de osmio al 2 %
en una solucion tampén (glucosa 14 %, CaClz 0.025 % en TF 0.28M) durante 3 horas a
temperatura ambiente en agitacion suave y protegido de la luz y se lavo varias veces en solucién
de lavado (4cido maleico 80mM, NaOH 7.5mM; pH 4.5). Posteriormente, las piezas se
contrastaron con una solucién que contenia acetato de uranilo al 2 % en solucién de lavado

durante 90 minutos a 4 °C en oscuridad y se realizaron dos lavados de 15 minutos.
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A continuacién, se procedio a la deshidratacién de las muestras siguiendo los siguientes pasos:

Solucidn Duracion Repeticiones
Acetona 30 % 10 minutos
Acetona 50 % 10 minutos 1X
Acetona 70 % 10 minutos
Acetona 80 % 15 minutos
Acetona 90 % 15 minutos 4x
Acetona anhidra 30 minutos Ax

Finalmente, las piezas de tejido se incluyeron en Araldita (Durcapan, Fluka, Suiza)
siguiendo las especificaciones del fabricante (ACM, Fluka AG, Suiza) y se dejaron polimerizar
durante 3 dias a 60 °C. Una vez que los bloques de araldita estaban completamente
polimerizados, se realizaron cortes de semifinos de 1 um, que se tifieron con azul de toluidina al
1 % para evaluar la correcta preservacion del tejido y seleccionar los bloques més adecuados
para realizar la ultramicrotomia. En estos bloques, se realizaron cortes ultrafinos de 50 nm de
grosor, se montaron en rejillas de cobre recubiertas con una pelicula de Formvar (Sigma-Aldrich)
y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo siguiendo el protocolo descrito por Reynolds
(1963). Por ultimo, las muestras se analizaron en un microscopio electronico de transmision
convencional JEOL — modelo JEM 1011 y las imagenes se registraron con una camara digital

Gatan de alta resolucion (Peabody, USA).

4.3.2. Inmunocitoquimica ultraestructural

La deteccion de antigenos especificos a nivel ultraestructural se llevé a cabo mediante técnicas
de inmunocitoquimica en cortes ultrafinos. Para ello, los ratones fueron perfundidos con PFA 3.7
% en tampoén cacodilato 0.1M pH 7.4 durante 20 minutos. A continuacion, se extrajeron los
cerebros, se post-fijaron durante 1 hora a temperatura ambiente en la misma solucion fijadora y
se realizaron 3 lavados de 15 minutos con la solucion de lavado de cacodilato 0.1M pH 7.4.
Posteriormente, se realizaron cortes coronales de 300 um en un vibratomo de deslizamiento y
se realiz6 una microdiseccion del giro dentado del hipocampo, obteniéndose secciones de unos
1-2 mms3 del tejido. Estas secciones se incubaron con una solucién de tampén cacodilato 0.1M
pH 7.4 que contenia 50mM de NH4Cl durante 50 minutos a 4 °C y se lavaron la solucién de

lavado.
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El tejido fue deshidratado mediante concentraciones crecientes de metanol e incluido en Lowicryl

siguiendo el siguiente procedimiento:

Solucién Duracion Temperatura

Metanol 30 % 5 minutos
Metanol 50 % 5 minutos 4°C
Metanol 70 % 5 minutos
Metanol 90 % 30 minutos

Metanol 90 %: Lowicryl (1:1) 60 minutos

Metanol 90 %: Lowicryl (1:2) 60 minutos -20 °C
Lowicryl puro 60 minutos
Lowicryl puro o/n

Una vez que estaban totalmente embebidas el Lowicryl, las secciones de tejido se
introdujeron en capsulas de gelatina transparente (Gelatin capsule, size 2; Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, USA) evitando el contacto con el aire. La polimerizacién se llevé a cabo
mediante exposicion a luz ultravioleta (366nm) con una lampara Phillips T16/05 situada a 30 cm
de las capsulas durante 5-7 dias a -20 °C seguida de 2-3 dias a temperatura ambiente. Los
bloques de tejido incluidos en Lowicryl se cortaron con un ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT,
San Marcos, USA) y las secciones ultrafinas se recogieron sobre rejillas de niquel cubiertas de

Formvar.

A continuacion, se realizo el protocolo de inmunocitoquimica siguiendo el siguiente
procedimiento. En primer lugar, las secciones de tejido se incubaron con PBS-glicina 0.1M
durante 15 minutos y, seguidamente, con el anticuerpo primario anti-coilina (Bohmann et al.,
1995) diluido 1:30 en PBS-BSA 1 % durante 60 minutos a temperatura ambiente en camara
humeda. Tras varios lavados con PBS, las muestras se incubaron con un anticuerpo secundario
que tiene conjugadas particulas de oro coloidal de 10 nm de diametro (BioCell, UK) a una
concentracion de 1:50 en PBS-BSA 1 % durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, las rejillas se lavaron con agua destilada, se dejaron secar al aire y se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo siguiendo el protocolo de Reynolds (1963).
Como control negativo algunas rejillas fueron procesadas siguiendo el mismo protocolo en

ausencia de la incubacién del anticuerpo primario.

La obtencion de las imagenes se llevd a cabo en un microscopio electronico de
transmision convencional JEOL - modelo JEM 1011 y las imagenes se registraron con una

camara digital Gatan de alta resolucion.
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4.4, Técnicas de Biologia Molecular
4.4.1. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR)

Para analizar los niveles de expresion de los transcritos producidos por los diferentes genes de
interés se utilizo la técnica de RT-qPCR. Para cada gen, se comprobd la especificidad de la RT-
gPCR mediante el analisis de la curva de disociacion. Esta curva representa la derivada de la
medida de fluorescencia con respecto al aumento de la temperatura. La aparicion de mas de un
pico indica la presencia de mas de un producto de amplificacién. Por el contrario, un solo pico

verifica la presencia de un solo producto y, por tanto, la especificidad de la reaccién.
4.4.1.1. Extraccion del RNA total

Los animales fueron decapitados bajo anestesia con pentobarbital a una dosis de 50 mg por kilo
del animal. Posteriormente, se extrajeron los cerebros rapidamente y se diseccionaron los
hipocampos sobre hielo e inmediatamente se congelaron a -80 °C hasta el momento de su
procesamiento para la extraccibn de RNA. Las muestras de tejido fueron homogeneizadas
utilizando un politron (OMNI International TH). La extraccion de RNA total se realizé siguiendo el
protocolo de RNeasy Plus Mini Kit (Cat. N° 74134, Qiagen, Hilden, Germany). Después, la
concentracion de RNA de las muestras se cuantifico en un espectrofotometro (Nanodrop 1000V
3.6, Thermo). Ademas, se midio la pureza de las muestras analizando la relacion de absorbancia
260/280 nm que hace referencia a la presencia de proteinas. En todos los casos, las muestras
que presentaban un valor superior o igual a 1.8. Finalmente, se igualaron las concentraciones de
RNA total a 100 ng/ul diluyendo en H20 libre de RNAasas.

4.4.1.2. Retrotranscripcién

Para sintetizar los fragmentos del DNA copia (cDNA) a partir de la purificacién de RNA total se
sigui6 el protocolo descrito en el kit de sintesis de cDNA Revert Aid H Minus Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo). Para cada muestra se prepard la siguiente reaccion en un volumen total
de 20 pl: 100 ng de muestra de RNA, 1 yl de hexadmeros de nucledtidos (random primers) a 0.2
pg/pl, 2 ul de dNTPs a 10mM, 4 ul de buffer de reaccion 4x, 1 pl del inhibidor de ribonucleasa
(RiboLock RNase Inhibitor 20 U/ul) y la encima transcriptasa inversa (RevertAid H Minus-MuLV
Reverse Transcriptase 200 U/ul). La reaccion se realizé en un termociclador My Cycler ™
(BioRad) utilizando un protocolo que consistié en una incubacion de 10 minutos a 25 °C para el
anillamiento de los cebadores, seguido de 60 minutos a 42 °C para la extension de las cadenas
y 10 min a 70 °C para la inactivacion del cDNA. Finalmente, las muestras fueron almacenadas a

-80 °C hasta el momento de su uso.
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4.4.1.3. Disefio de oligonucleétidos

El disefio primers se realiz6 con el software informatico Primer — BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se consideraron adecuados los

oligonucledtidos cuya longitud se encontrase entre 18 y 22 nucleétidos, que tuvieran un
porcentaje aproximado de pares de citosina y guanina (C+G) del 60 % y contuvieran, al menos,
un par de G+C en las Ultimas 5 bases. Ademas, el producto de la amplificacion debia contener
entre 70 y 200 pares de bases y evitar que la composicion de la pareja de primers formase
estructuras secundarias que interfiriesen con la eficiencia de la técnica. Una vez seleccionados
los oligonucleétidos, se comprobd la especificad del amplicon (fragmento de ADN amplificado
por la gPCR). Para ello, se utilizé la herramienta nBLAST (Nucleotide Basic Local Alignment
Search Tool, NCBI), que permite analizar los productos de la gPCR y comprobar que el producto
corresponde Unicamente al gen de interés y no a otras secuencias. Los cebadores utilizados para

el analisis de la expresion de los diferentes genes de interés se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 3. Secuencias de primers utilizados en la técnica RT-qPCR.

Nombre Secuencia sentido (5°-3’) Secuencia antisentido (5’-3’)
18S pre-rRNA CGCGCTTCCTACCTGGTTG GGAGAGGAGCGAGCGACC
18S rRNA GATGGTAGTCGCCGTGCC CCAAGGAAGGCAGCAGGC
28S pre-rRNA CCTCCTCGCTCTCTTCTTCC CCTGTTCACTCGCCGTTACT
28S rRNA GTGACGCGCATGAATGGA TGTGGTTTCGCTGGATAGTAGGT
45S rRNA GAACGGTGGTGTGTCGTT GCGTCTCGTCTCGTCTCACT
Coilin CCGAGGTGGTGGAATACGCT AGGCCAGAGGTCAGATCCAGA
Fbnl TCTGTTCCCTGGAGAGTCTG GGGTTCCAGGCTCTGTACTC
Gapdh AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
H1f0 CGCCGACTCCCAGATCAAGT GACCTTTTGGGCTCATCGCC
H2AX TCCTGCCCACACTCCAGG TCAGTACTCCTGAGAGGCCTGC
H2AX 3'-end TCCCCACACCTCCACAAAG GGAAAGAGAAAGGATGGGGGACG
Mecp-2 GTGAAGGAGTCTTCCATACGGTC TCTCCTTGCTTTTACGCCC
Ncl ATTGGGGAGGGAAGGGAAGT TCAGCACTTCGAGTTGAAGCA
Nfe2l2 CCGCTACACCGACTACGATT TGTTTCCTGTTCTGTTCCCCG
Npm TCGGCTGTGAACTAAAGGCT GCCCCTGCTCCTAAACTGAC
Pink1 CGACAACATCCTTGTGGAGTGG CATTGCCACCACGCTCTACACT
Prkn CCAGAGGAAAGTCACCTGCGAA GTTCGAGCAGTGAGTCGCAATC
Ubft CCGCGCAGCATACAAAGAAT GTGGTCCGGCTAGACTTGG
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4.4.1.4. PCR cuantitativa a tiempo real

Para medir la expresion de los transcritos se realiz6 una PCR cuantitativa a tiempo real mediante
un juego de dos primers que flanquean la region de interés. Para llevar a cabo este ensayo se
utilizé la mezcla maestra SYBR™ Select Master Mix (Thermo) que contiene tampon, dNTPs, DNA
polimerasay el fluorocromo SYBR Green. Este reactivo interacciona con la estructura secundaria
de la doble hélice del DNA y se acopla energéticamente, aumentando su tasa de emision
fluorescente. Por lo tanto, a mayor cantidad de DNA de doble cadena, mayor intensidad de
fluorescencia. A medida que se suceden los ciclos de amplificacién, el termociclador recoge la
sefial fluorescente emitida para poder comparar la cantidad de cDNA entre las diferentes

muestras.

Para realizar la RT-gPCR a cada reaccion se afadio: 10 yl de SYBR™ Select Master
Mix, 9 ul de stock (compuesto por 8.2 pl de agua Milli-Q y 0.4 ul de cada primer, sentido y
antisentido, de una dilucion a 10 uM) y 1 ul de cDNA. La RT-qPCR se llevé a cabo en un

termociclador CFX Connect ™ (BioRad) con las siguientes condiciones:

Etapa Temperatura Duracion Repeticiones
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos 1X
95°C 30 segundos
Anillamiento 60 °C 1 minuto 40X
72°C 30 segundos
Curva de 65 °C (+ 0.5°C) 5 segundos 1x
disociacion hasta 95 °C

4.4.1.5. Cuantificacion y analisis de la expresion génica relativa

El sistema de cuantificacién de la RT-gPCR se basa en el umbral de ciclos (Cr, por sus siglas en
inglés Cycle Threshold). En los primeros ciclos de la RT-gPCR no se registran apenas
variaciones en la intensidad de fluorescencia, lo que sirve para determinar una linea base.
Posteriormente, cuando comienzan a generarse los amplicones, se produce un aumento
exponencial de la intensidad de fluorescencia que corta esta linea base. Este punto de
interseccion es el Cr y establece el nimero de ciclo fraccional en que la fluorescencia supera el
umbral establecido. Este valor es inversamente proporcional a la cantidad de cDNA de la
muestra. Es decir, el nUmero de ciclos necesarios para alcanzar el CT ser4 menor cuanto mayor
sea la cantidad de cDNA de la muestra. Los resultados fueron analizados con el Software Bio-

Rad CFX Maestro 1.1.
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El método de cuantificacion relativa empleado en este trabajo permite analizar cambios
en la expresion génica en una muestra (TS) en comparacion con otra de referencia (CO).
Ademas, los genes problema se normalizaron frente a un gen de referencia control o
housekeeping, el gen de la Gapdh (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). El nivel de
expresion relativo se calculé usando la ecuacion 2-(2CT (Livak y Schmittgen, 2001) y se llevé a

cabo de la siguiente manera:

ACt = Crgen de interés - Crgen de referencia
AACt = ACr condicion problema - ACt condicion control

2- (AACT) = Cambio relativo de expresion

En el presente trabajo se compararon los niveles de expresion de los diferentes genes
de interés en al menos 5 ratones CO y TS de 6 meses de edad (n=5) en lisados totales de

hipocampo.
4.4.2. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western Blot (WB)

Para detectar y comparar la expresion proteinas especificas entre ratones CO y TS se utilizé la

técnica de Western Blot (WB) siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion.
4.4.2.1. Preparacion de los lisados hipocampales

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg) y sacrificados mediante
decapitacion. Inmediatamente, sobre una base de hielo, se extrajeron los cerebros y se aislé el
hipocampo, que fue rapidamente congelado y almacenado a -80 °C hasta el momento de su

procesamiento.

Las muestras de tejido fueron homogeneizadas con un politrén en 200 ul de buffer de
lisis (Tris-HCI 50nM pH 7.5; EDTA 1mM, SDS 2.5 %, 0.3 % (v/v) de inhibidor de proteasas
(P8340, Sigma) y 1 % (v/v) de inhibidor de fosfatasas (P0044, Sigma)), se sonicaron durante 5
ciclos de 30 segundos ON/OFF en un bafio frio con ultrasonidos (Bioruptor Plus, Diagenode,
Seraing, Bélgica) y se dejaron reposar en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron a 13,000 r.p.m. durante 10 minutos y se recogid el sobrenadante en un eppendorf
frio. En este momento, las concentraciones de proteina se analizaron siguiendo el método de

Lowry et al. (1951).
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4.4.2.2. Electroforesis de proteinas

Con el fin de igualar la concentracion de proteina de las muestras a analizar, se mezclaron
concentraciones idénticas de cada lisado con el buffer de carga Laemmli Sample Buffer 2x
(Biorad) con B-mercaptoetanol 5 % y se completaron con PBS-SDS 1 % para obtener una
concentracion final de 5 pg/ul. Las mezclas se calentaron a 95 °C durante 5 minutos, se

centrifugaron a 3,000 r.p.m. durante 5 minutos y se recogio el sobrenadante.

Las proteinas se separaron por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida-SDS
con sistemas de tampédn discontinuo. La primera parte contiene el gel de concentracion en el que
se encuentran los pocillos y actia como concentrador de la muestra, mientras que la segunda
zona corresponde con la parte separadora y actla de tamiz. En este trabajo, se han utilizado
geles de separacién con un porcentaje de acrilamida del 15 %, adecuado para la separacion de
proteinas de bajo peso molecular. En la siguiente tabla se detalla la composicion para preparar

dos geles al 15 % de acrilamida:

Componentes Gel de separacion (15%) Gel de concentracion
H20 destilada 3.6 ml 1.562 ml
Acrilamida 40 % 3.75 ml 313 pl
Buffer de separacion 4X * 2.5ml -
Buffer de concentracion 4X ** ) 625 ul
Persulfato amonico (APS) 150 i 42yl
TEMED 7.5l 7.5 ul

*Buffer de separacién 4X: Tris-HCI| 1.15 My SDS 0.4 %, pH 8.8
** Buffer de concentracion 4X: Tris-HCI 0.4 My SDS 0.4 %, pH 6.8
En cada gel de electroforesis se utilizaron 30-50 g de proteina por pocillo, en funcién
de la proteina especifica a analizar, y se cargaron 5 pul del marcador estandar de pesos
moleculares (PageRuler ™ Plus, Thermo Scientific). La electroforesis se llevo a cabo en un kit
Mini-Protean Il (BioRad) en tampén de migracién (Tris-base 25mM, glicina 0.2M y SDS 0.1 %).
Primero, se aplicé una corriente continua de 100 V durante 15 minutos y, a continuacion, se

incrementd a 160 V durante 1 hora.
4.4.2.3. Electrotransferencia de proteinas

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de polivinilideno
difluoruro (PVDF, Amersham, UK) previamente activada con metanol y lavada en agua. La

transferencia se realizé en un Mini-Proteanll (BioRad) a 100V durante 90 minutos en tampén de
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transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20 %). Una vez terminada, la eficiencia

de la transferencia se comprob6 tifiendo las membranas con colorante rojo Ponceau-S (Sigma).
4.4.2.4. Inmunoblotting

Una vez eliminado el exceso de colorante tras varios lavados en agua, se procedié al bloqueo
de los sitios de unién inespecificos del anticuerpo a la membrana mediante la incubacion con
BSA 3 % en TBS-T (Tris-HCI 0.02 % pH 7.6, NaCl 0.15M, Tween-20 0.05 %) durante una hora a
temperatura ambiente en agitaciéon suave. Posteriormente, la membrana se incubd con el
anticuerpo primario diluido en BSA 3 % en TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente y
seguidamente a 4 °C o/n. La tabla de anticuerpos primarios utilizados en el WB se muestra en la
Tabla 4:

Tabla 4. Relacién de anticuerpos utilizados en la técnica Western Blot.

Anticuerpo Especie Casa Comercial Referencia  Peso Molecular

Histona H4 trimetilada (Lys20) Conejo Upstate 07-463 10
ubiqTif’iEQZ(EfsAng) Raton Millipore 05-678 25

Proteasoma 20S Conejo  Enzo Life Sciences PW8155 25-30
Proteasoma 19S (TBP-1) Raton BioMol PW8770 50
SOD1 Conejo  Enzo Life Sciences ADI-SOD-100 19
GAPDH Raton Santa Cruz sc-32233 37

Cathepsin D Cabra Santa Cruz sc-6486 33-52
Histona H4 acetilada Conejo Upstate 06-598 10

Posteriormente, se retird el anticuerpo primario y se realizaron 3 lavados de 10 minutos
en TBS-T antes de la incubacioén con el anticuerpo secundario correspondiente, preparados a
una diluciéon 1:10000 en PBS-BSA 3 %, durante 45 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. En este trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios: IRDye ® 800CW
Cabra anti-ratdon IgG (926-322100), IRDye ® 680 LT Cabra anti-conejo IgG (926-68021) e IRDye
® 800CW Burro anti-cabra 1gG (626-32214) (Li-Cor). Finalmente, tras 5 lavados de 10 minutos
en TBS-T, la deteccion de la fluorescencia se realiz6 mediante el sistema Odyssey Infrared

Imaging System (Li-Cor).

Para comparar la cantidad de proteina de los ratones TS respecto a los CO, se cuantifico
la densidad Optica de cada banda mediante el software Image J. El analisis se llevd a cabo
cuantificando el valor de la banda correspondiente a la proteina de interés y normalizando
respecto a la proteina de referencia (GAPDH). Los resultados fueron expresados como

porcentaje de variacion respecto al valor medio de los CO dentro de cada gel. Cada experimento
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cuenta con una n minima de 6 animales de cada cariotipo y fue repetido en, al menos, 3 geles

independientes.
4.4.3. Ensayo de actividad quimotripsina del proteasoma

Para evaluar la actividad de tipo quimotripsina del proteasoma en lisados hipocampales de
ratones trisémicos y euploides se siguieron los protocolos descritos por Casafont et al. (2010) y
Keller et al. (2000). Los animales fueron anestesiados y sacrificados por decapitacion e,
inmediatamente, se aislaron los hipocampos que fueron rapidamente congelados en hielo seco
y almacenados a -80 °C hasta el momento de su uso. Las muestras fueron homogeneizadas con
un politrén (OMNI International TH) en buffer de lisis (10mM Tris-HCI, pH 7.6, 1ImM EDTA, 4mM
DTT, 2mM ATP, 20 % dglicerol). A continuacién, se sonicaron las muestras en hielo, se
centrifugaron a 13,000 g durante 10 minutos a 4 °C y se recogi6 el sobrenadante. La
cuantificacion de proteina total de cada muestra se realiz6 siguiendo el protocolo de Lowry et al.
(1951). El ensayo de actividad del proteasoma se realizé en placas de 96 pocillos en la que se
cargaron 25 ul del lisado de proteinas a una concentracion final de 10 pg/ul, 25 ul del buffer
(50mM Tris-HCI, pH 8.8, 0.5mM EDTA, 40uM del sustrato fluorogénico de la quimotripsina N-
succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7amido 4-methylcoumatin (Sigma, S-6510). Las muestras se
incubaron durante 1 hora a 37 °C y, seguidamente, se paro la reaccién afiadiendo agua destilada

fria.

A continuacion, se evalud la actividad quimotripsina del proteasoma mediante la
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de las muestras en un lector de placas Synergy
HTX Biotek Multimode (Vermont, USA) (Aexcitation=355nM; Aemission=460nm). Para comprobar que
las variaciones en la intensidad de fluorescencia se debian a cambios en la actividad del
proteasoma, como control negativo, las muestras se incubaron con el inhibidor de actividad del
proteasoma MG132 (Sigma, C-2211) a una concentraciéon final de 60 ym. Cada una de las
muestras se evalud por triplicado y se emplearon 6 lisados hipocampales de cada grupo

experimental.
4.5. Andlisis estadistico de los resultados

En el presente Trabajo de Tesis Doctoral se han comparado los resultados obtenidos mediante
diferentes técnicas de Biologia Celular y Molecular entre ratones trisomicos y sus hermanos
euploides de 6 meses de edad. Para conocer si existian diferencias significativas entre los dos
grupos se utilizé la t de Student usando el programa SPSS (versién 22.0 para Windows, Armonk,
USA). El nivel de significacién se establecié de la siguiente manera: *p<0.05, **p<0.01 y ***
p<0.001.
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5.1. Alteraciones nucleares en las células granulares del hipocampo del ratdn
Ts65Dn debidas al exceso de dosis génica

Dado que el exceso de dosis génica presente en el ratbn TS causa una reorganizacion
tridimensional de los cromosomas dentro del nucleo celular, el primer objetivo del presente
Trabajo de Tesis Doctoral consistio en evaluar posibles alteraciones en la arquitectura nuclear y
en diferentes compartimentos nucleares esenciales para el correcto funcionamiento de las CG

del hipocampo.

5.1.1. Reduccioén del tamarfio nuclear e incremento de heterocromatinizacion en las células

granulares del hipocampo del ratén TS

En primer lugar, se compararon las caracteristicas morfoldgicas de los nucleos de las CG del
giro dentado de los ratones CO y el TS. Para llevar a cabo este estudio, se realiz6 una doble
tincién con DAPI y ioduro de propidio (IP), dos marcadores citoquimicos para DNA y RNA,
respectivamente, sobre disociados celulares de CG. Este procedimiento, también conocido como
squash, permite conservar la estructura celular completa y, asi, cuantificar con exactitud el
namero total de estructuras celulares objeto de andlisis en cada neurona. En las imagenes
(Figura 10) se puede apreciar una buena conservacion de los somas neuronales tras realizar la
disociacion celular. Se utilizé la tincién con DAPI, un marcador con alta afinidad por el DNA, para
observar la morfologia del nudcleo celular, asi como los blogues de cromatina altamente
compactada (Figura 10A). Ademas, el marcaje con IP permiti6 observar una fina zona
citoplasmatica alrededor de los ndcleos de las CG que, al igual que los nucleolos, tienen un alto
contenido en RNA (Figura 10B).

Figura 10. A-C) Imagen de un disociado de CG del giro dentado doblemente marcado con DAPI e IP. A) CG
hipocampales tefiidas con el marcador de DNA DAPI, que muestra una buena conservacion del ndcleo celular. B) CG

del hipocampo tefiidas con el compuesto de alta afinidad por el RNA IP que se concentra en los nucleolos y el citoplasma
celular. Nétese la buena conservacion del pericarion tras la disociacion de las CG del hipocampo. Escala: 10 ym.
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Con el fin de analizar si el exceso de dosis génica producia cambios en el tamafio de las
CG del hipocampo del raton TS, se realizé una tincion citoquimica con DAPI sobre los disociados
celulares de ratones CO y TS. El analisis morfométrico de los nucleos celulares revelé una
disminucién significativa del area nuclear de las CG de los ratones trisdmicos respecto a sus
hermanos euploides (Figura 11C). Ademas, con esta tincién se puede apreciar que las células

del raton TS presentaban numerosos y grandes parches de heterocromatina altamente

condensada, en relacion a las del raton CO (Figura 11B).
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Figura 11. Las CG del hipocampo del ratén TS presentan una disminucién del tamafio nuclear. A) Imagen
representativa de un marcaje citoquimico con DAPI sobre un disociado celular de CG de un ratén CO. B) CG de un ratén
TS que ilustran una disminucién del tamafio nuclear, asi como un incremento en el nimero y tamafio de parches de
heterocromatina. C) Analisis morfométrico del area nuclear de las CG del hipocampo que demuestra una disminucién
significativa en dicha area en los animales TS de 6 meses de edad respecto a los CO. La grafica representa la media +
EEM. Escala: 10 ym. ** p<0.01.

A continuacién, se evalué si existian cambios en el patron de heterocromatina. Para ello
se realiz6 un inmunomarcaje de la histona H4 trimetilada en la lisina 20 (H4K20me3), un
marcador de heterocromatina implicado en el silenciamiento génico y relacionado con el
programa de senescencia celular. En los disociados de CG del raton TS se puede apreciar un
incremento de las regiones de heterocromatina respecto al CO (Figuras 12A-B). Ademas,
teniendo en cuenta el menor tamafio del nicleo celular del ratén TS, se realiz6 un andlisis
morfométrico para cuantificar el porcentaje de area nuclear ocupada por regiones H4K20me3
positivas, que demostré que los ratones TS presentaban un aumento significativo en dicho
marcaje respecto a los euploides (Figura 12C). Este incremento en el inmunomarcaje de
H4K20me3 en los ratones trisdbmicos fue validado por Western blot en lisados hipocampales.
Ambos resultados sugieren que el ratdbn TS presenta una sobreexpresién de esta histona

trimetilada en comparacion con los animales CO (Figura 12D).
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Figura 12. Aumento en la heterocromatinizacién en las CG del hipocampo del ratéon TS. A-B) Inmunotincion de la
H4K20me3 sobre disociados de CG del hipocampo en la que se aprecia un incremento en el area marcada por el
anticuerpo H4K20me3 en el ratén TS respecto al CO. C) Andlisis morfométrico del porcentaje de area ocupada por
H4K20me3 que revela un incremento significativo de este marcaje en las CG del hipocampo de ratones TS respecto a
los CO. D) WB de H4K20me3 en lisados proteicos de hipocampos de ratones CO y TS que demuestra un
incremento en la expresion de este marcador en el hipocampo del ratdn TS e imagenes representativas del WB.
Los datos se representan como media + EEM. Escala: 10 ym. *p<0.05.

Ademas, el analisis de la capa granular del giro dentado, utilizando la técnica de
microscopia electrénica convencional, confirmé la presencia de grandes masas de

heterocromatina en el nucleo de las CG de los ratones trisémicos (Figura 13).

Figura 13. A-B) Panoramica del giro dentado del hipocampo en la que se muestra el corte transversal de las CG de un
raton CO y un TS. Nétese los prominentes parches de heterocromatina presentes en las CG del raton TS. Escala: 5 um.
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Una vez comprobado el incremento en la heterocromatinizacion en el nucleo de las CG
del ratéon TS, se procedid a analizar la expresion de Mecp2 y H1f0 en lisados hipocampales
totales. Estos genes codifican para proteinas implicadas en el remodelado de la estructura de la
cromatina, especialmente, de los dominios de heterocromatina y se encuentran estrechamente
relacionados con el silenciamiento génico. Mecp2 codifica para la proteina MECP2 (methyl-CpG-
binding protein) que tiene gran afinidad por los islotes CpG metilados y, en consecuencia, inhibe
la transcripcidon génica. Por otro lado, el gen H1f0 codifica para la histona H1.0 (H1.0 linker
histone) cuya interaccién con el DNA sirve para promover un estado mas compactado de la
cromatina y transcripcionalmente inactivo. En ambos casos, los ratones TS mostraron un
incremento en la expresién de estos genes en lisados de RNA hipocampales respecto a los

mostrados por los ratones CO (Figura 14).
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Figura 14. Incremento en la expresiéon génica de Mecp2 y H1f0 en lisados hipocampales del ratén TS. A-B) Andlisis
de RT-gPCR de Mecp2 y H1f0 en extractos de mRNA hipocampales de ratones CO y TS. N6tese un aumento significativo
de la expresion de ambos marcadores de represion génica en el raton TS. Los datos se representan como media + EEM.
*p<0.05, **p<0.01.

5.1.2. La alteracion en el patron de cromatina de las CG del ratén TS induce un descenso

en la transcripcion global

Tras demostrar que existe un aumento en el porcentaje de heterocromatina en las CG del ratéon
TS, se procedio a evaluar si esta alteracion estaba acompafiada de cambios en la actividad
transcripcional. Para ello, sobre disociados de CG se realiz6 una inmunotincién de la histona H4
acetilada (AcH4), un marcador de cromatina que se encuentra en conformacion abierta y es
transcripcionalmente activa. En la imagen (Figura 15A-B) se aprecia una distribucion difusa de
esta histona por el nacleo celular, dejando el nucleolo excluido. De manera general, se puede
observar que las CG de los ratones CO se presentan un marcaje de mayor intensidad que las
del TS. El analisis densitométrico de intensidad de fluorescencia de la histona AcH4, realizado
con el software Image J, confirm6 un descenso significativo de dicho marcaje en las CG del

animal TS en comparacion con el de sus hermanos euploides (Figura 15C). A continuacion,
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utilizando la técnica de Western blot en lisados hipocampales totales, se confirmé que el ratén

TS presentaba menores niveles de la histona H4 que los ratones CO (Figura 15D).
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Figura 15. Las CG del ratén TS presentan unareduccion en la expresion de AcH4. A-B) Inmunomarcaje de histona
H4 acetilada (AcH4) sobre disociados celulares de CG de un ratén CO y un TS que muestra la menor intensidad de
fluorescencia del raton TS respecto al CO. C) El andlisis densitométrico de la intensidad de fluorescencia de la histona
AcH4 sobre squashes de CG demuestra una reduccion significativa en la sefial de este marcador de actividad
transcripcional en los animales TS en comparacion a los CO. D) WB de AcH4 en lisados hipocampales totales que
confirma la disminucion significativa de expresion en el ratén TS respecto al CO. A su lado, se muestra una imagen
representativa del western blot. En las gréficas se representan las medias + EEM. Escala: 10 pm. *p<0.05, ***p<0.001.
Con el objetivo de evaluar si el ratdbn TS presenta alteraciones en la actividad
transcripcional global de las CG hipocampales se realiz6 un ensayo basado en la incorporacién
del nucleétido 5'-fluorouridina (5'-FU) en el RNA naciente, tanto a nivel nucleolar (rRNA) como
extranucleolar (MRNA). Para ello, el compuesto fue inyectado intraperitonealmente a los ratones,
que fueron sacrificados tras 45 minutos de exposicién al nucleétido halogenado. Como se puede
observar en la figura 16A-B, la incorporacién de 5’-FU en el RNA naciente presenta un patrén
difuso por el nucleoplasma con un punteado mas brillante que corresponde a las factorias de
transcripcion. Mediante un analisis densitométrico se cuantifico la intensidad de fluorescencia de
cada nlcleo celular rodeando cada perimetro individualmente. La cuantificacién de la

fluorescencia en cada caso revel6 una reduccién significativa de la incorporacion de 5°-FU en las
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CG del ratén TS respecto al CO, sugiriendo que el primero presenta una marcada disminucion

de la actividad transcripcional global (Figura 16C).
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Figura 16. Disminucién de la tasa de transcripcion global en las CG del ratén TS. A-B) Imagenes del ensayo de
transcripcién in situ basado en la incorporacién de 5-FU en el RNA naciente. Nétese una disminucién de la sefial
fluorescente en las CG del ratén TS (B) respecto a las del ratén CO (A). C) Andlisis densitométrico de intensidad de
fluorescencia de la 5°-FU sobre disociados de CG del hipocampo que demuestra una disminucién significativa de la
actividad transcripcional del ratén TS respecto al CO. Los datos se representan como media + EEM. Escala: 10 ym.
**p<0.01.

Posteriormente, se evalud si esta reduccion en la actividad transcripcional del raton TS
estaba acompafiada por alteraciones en la organizacién de la maquinaria de traduccion en el
citoplasma de las CG. Mediante una tincion citoquimica con IP se observé que la intensidad de
la sefal citoplasmética, que corresponde a los RNA, era menor en las CG del ratén TS, lo que

sugiere una reduccion en la disponibilidad de mRNAs para ser traducidos (Figura 17).
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Figura 17. Disminucién en la cantidad de RNA en las CG del hipocampo del raton TS. A-B) Squashes de CG del
hipocampo de un raton CO (A) y TS (B) tefiido con IP, un marcador de RNA. Noétese que el disociado de CG del
hipocampo del ratén TS muestra una disminucion en la intensidad de fluorescencia del IP.
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5.1.3 La reorganizacién cromos6mica en el ratén TS se asocia con una reduccion en el

patrén de fusidn nucleolar

Dado que el exceso de dosis génica presente en este modelo animal se encuentra asociado con
cambios en la posicion cromosémica dentro del ndcleo celular, a continuacién, se analizé si el
ratén TS presentaba alteraciones nucleolares relacionadas con una posible reorganizacion de

las regiones organizadoras de nucleolos (NOR).

En primer lugar, se determind si el ratén TS presentaba variaciones en el nimero de
nucleolos en las CG del hipocampo, se realizé una inmunotincion con nucleolina, una proteina
nucleolar que interacciona con el rDNA y pre-rRNA y tiene un papel fundamental en la
organizacion espacial del rDNA. La inmunotincién muestra nucleolos de forma redondeada que
se encuentran frecuentemente asociados a masas de heterocromatina, tefiida con DAPI, tanto
en las muestras de los animales CO como de los TS (Figura 18A-B). Con el objetivo de preservar
la estructura celular completa, la cuantificacién del nimero de nucleolos por CG se llevé a cabo
sobre disociados celulares y revelé un incremento significativo en el nimero de nucleolos por
célula en el ratén TS respecto a sus hermanos euploides (Figura 18C). Ademas, mediante RT-
gPCR se analiz6 la expresion del gen Ncl, que codifica para la nucleolina, en lisados
hipocampales de ratones de ambos cariotipos. El analisis estadistico demostré que los ratones

TS presentaban mayores niveles de expresion de este gen que los animales CO (Figura 18D).
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Figura 18. Incremento en el nUmero de nucleolos en las CG del giro dentado del ratén TS. A-B) Inmunotincién de
nucleolina contrastada con DAPI sobre disociados de CG del hipocampo de ratones CO y TS, C) Andlisis cuantitativo del
namero de nucleolos por célula que demuestra un incremento significativo en las CG del hipocampo de ratones TS
respecto a los CO. D) Andlisis por RT-gPCR de los niveles de expresion de nucleolina (Ncl) obtenidos a partir de lisados
hipocampales totales que revela un aumento significativo en ratones TS respecto a los CO. Los datos representan la
media £ EEM. Escala: 10 pm. *p<0.05, **p<0.01.
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Posteriormente, para analizar el numero y la disposicion de las NOR se realiz6 una
tincion de plata. Las NOR se encuentran asociadas a proteinas nucleolares con gran afinidad
por la plata (AgNOR) y pueden identificarse como pequefios puntos negros dentro del nicleo
celular. Al realizar esta tincidn, tanto en las muestras de ratones CO como de TS, se podian
distinguir dos tipos de cuerpos nucleares: unos puntos mas grandes, con un borde bien definido,
que corresponden a los nucleolos en los que se concentran varias NOR activas y otros focos
argiréfilos mas pequefios en los que se encuentran regiones de rDNA extranucleolar, que no se
han fusionado en nucleolos activos (Figural9A-B). El analisis cuantitativo de los cuerpos
argirofilos mas grandes corroboré el resultado obtenido en los ensayos de inmunofluorescencia
de nucleolina, gue mostraban un incremento significativo en el nimero de nucleolos en las CG
del ratébn TS en comparacién con los del CO (Figura 19C). Ademas, la cuantificacion de cuerpos
argirofilos pequefios revel6 un aumento significativo en el raton TS respecto al CO (Figura 19D).
Estos resultados apoyan la hip6tesis de que este modelo animal de SD muestra una alteracién

en el patrén de fusién nucleolar debido al exceso de dosis génica que presentan.
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Figura 19. Las CG del raton TS presentan alteraciones en el patrén de fusion nucleolar. A-B) Imagenes
representativas de una tincion de plata sobre disociados de CG de un ratén CO y otro TS en las que se pueden observar
dos tipos de cuerpos argiréfilos: nucleolos y cuerpos extranucleolares, mostrados en detalle en las imagenes ampliadas.
C-D) Andlisis cuantitativo del nimero de nucleolos (C) y del nimero de focos extranucleolares por célula (D). Nétese el
incremento significativo en la cuantificacion de ambos parametros en los animales TS. Las gréaficas representan las
mediad + EEM de 3 experimentos independientes. Escala: 10 pm. *p<0.05, **p<0.01.
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El andlisis ultraestructural llevado a cabo mediante microscopia electrénica convencional
de la capa de CG mostro, tanto en el raton CO como en el TS, nucleolos pequefios, de morfologia
redondeada y con una configuracion muy compacta en los que predominaba el componente
granular (Figura 20). Ademas, alrededor de los nucleolos era frecuente encontrar grandes
dominios de cromatina asociada al nucleolo (NAD, nucleolus-associated domains).
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Figura 20. A-B) Iméagenes representativas obtenidas mediante microscopia electrénica convenéional de nucleolos
(NoLo) de CG del hipocampo de ratones CO y TS que aparecen asociados a grandes blogues de heterocromatina
(HetCr). Escala: 500 nm

Finalmente, se comprob0 si el aumento en el nUmero de nucleolos en el ratén TS podria
estar acompafado de variaciones en la actividad transcripcional de rDNA y en la expresion de
los genes que codifican para proteinas nucleolares. Para ello, se llev6 a cabo una RT-gPCR con
extractos hipocampales totales de RNA de ratones CO y TS. En primer lugar, se evalud la
expresion de los genes ribosomales 45S, 18S y 28S (Figura 21A). El precursor 45S es un
indicador de actividad transcripcional dependiente de la RNA polimerasa I, mientras que el 18S
y el 28S corresponden a las formas maduras de rRNA que formaran las particulas ribosomales.
El procesamiento de estos rRNA maduros cuenta con varios precursores. En este trabajo
también se evaluaron los intermediarios 18S-5junction (18S-5J) y 28S-5junction (28S-5°J) que
presentan un fragmento de rRNA en el extremo 5’ que ha de ser eliminado para llegar a la forma

madura 18S y 28S, respectivamente. El andlisis estadistico no mostré diferencias significativas
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en la expresion del pre-rRNA 45S, en los precursores 18S 5™-juction y 28S 5-junction, ni en las
formas maduras 18S y 28S (Figura 21B-C). Estos resultados sugieren que el raton TS no
presenta alteraciones en la actividad transcripcional nucleolar ni en el procesamiento del rRNA.
A continuacién, se evalué la expresion de genes que codifican para proteinas nucleolares como
la fibrilarina (Fbn1), nucleophosmina/B23 (Npm1) y UBF (Ubft). Estas proteinas tienen un papel
fundamental en la sintesis y procesamiento del rRNA y en su ensamblaje para formar las
particulas pre-ribosomales. De manera consistente con los resultados obtenidos en el analisis
del pre-rRNA 45S, no se observaron diferencias significativas entre los animales COy TS en la
expresién de Ubtf, que codifica para un factor transcripcional de genes ribosémicos. Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre ratones CO y TS en la expresion de los genes Fbnl
y Npm1 (Figura 21D).
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Figura 21. La expresion de genes ribosomales y de genes que codifican para proteinas nucleolares se encuentra
preservada en el hipocampo del raton TS. A) Esquema de los pares de primers utilizados en las siguientes RT-gPCR
de rRNA. B) RT-gPCR de los niveles de expresion de los rRNA 45S, 18S-5"junction y 18S maduro C) de los rRNA 45S,
28S-5’junction y 28S maduro y D) de componentes nucleolares fibrilarina (Fbnl), UBF (Ubft) y nucleofosmina/B23
(Npm1). Ninguno de los analisis mostr6 diferencias significativas entre ratones CO y TS. Datos representados como
media £ EEM.
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5.1.4 Lareorganizacion nuclear presente en las CG del ratén TS produce una reduccion

del nUmero de cuerpos nucleares de Cajal y la redistribucion de la coilina

Los cuerpos nucleares de Cajal (CB, Cajal Bodies) son organelas nucleares cuyo tamafio y
ndamero se relaciona directamente con la actividad transcripcional. Esta organela cumple un
papel importante en el mantenimiento de la proteostasis celular, particularmente, de la biogénesis
de ribonucleoproteinas implicadas en el metabolismo los MRNA y rRNA. Sobre esta base, nos
planteamos si el exceso de dosis génica del ratdn TS podia producir alteraciones en el
comportamiento de CB en las CG del hipocampo de estos animales. En primer lugar, se analizé
si existian variaciones en el numero de CB en las CG del giro dentado del raton TS. Para ello, se
realiz6 un inmunomarcaje con coilina, una proteina estructural de los CB, sobre squashes de CG
de ratones CO y TS. En las im&genes se puede apreciar que las CG del ratén euploide presentan
mayoritariamente unos cuerpos de morfologia esférica y pequefio tamafio que corresponden a
los CB canénicos y que frecuentemente se encuentran asociados al nucleolo (Figura 22A-C). Sin
embargo, las CG del raton TS presentan un menor nimero de CB can6nicos y muestran con

mayor frecuencia rosetas de coilina perinucleolar (Figura 22D-F).

Coilina

Coilina

Figura 22. A-F) Imagenes representativas de una inmunofluorescencia con coilina contrastada con IP sobre disociados
de CG del hipocampo de ratones CO (A-C) y TS (D-F). Notese la reduccion en el nimero de CB, asi como la presencia
de rosetas perinucleolares de coilina en las CG del ratén TS (punta de flecha en la imagen D).
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Los andlisis cuantitativos realizados sobre los experimentos de inmunofluorescencia con
coilina en disociados de CG del hipocampo de ratones CO y TS demostraron una disminucion
significativa del nimero de CB candnicos por célula (Figura 23A) y un incremento significativo en
el porcentaje de células que presentaban rosetas de coilina perinucleolar (Figura 23B) en los
ratones TS respecto a los CO. Ademas, el analisis de los niveles de expresién de coilina mediante
RT-gPCR en lisados de mRNA de hipocampos no reveld diferencias significativas entre los
ratones CO y TS, indicando una redistribucion de la coilina en el ntcleo de las CG del hipocampo

del ratén trisémico (Figura 23C).
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Figura 23. Las CG del ratén TS presentan una reduccién en el nimero de CB y redistribucién de la coilina. A)
Andlisis cuantitativo del nimero de CB candnicos por célula realizado en un ensayo de inmunofluorescencia de coilina
sobre disociados de CG del hipocampo de ratones CO y TS. B) Cuantificacion del porcentaje de CG que contenian
rosetas de coilina perinuclear. C) RT-gPCR de coilina que no muestra diferencias significativas en los niveles de
expresion de este gen este los ratones CO y TS. Datos representados como media + EEM. *: p<0.05; **: p<0.01.

A continuacién, para detectar la presencia de snRNP en los CB se llevé a cabo un doble
inmunomarcaje de coilina y TMG-cap, que reconoce el extremo 5 de las snRNA
espliceosomales. Mientras que en los CB candnicos se observaba una colocalizacion de ambos
marcajes (Figura 24A), las rosetas perinucleolares mostraban una sefal practicamente

indetectable de TMG-cap (Figura 24B).

& TMG-cap & TMG-cap

Figura 24. A-B) Imagenes representativas de un doble inmunomarcaje con coilina y TMG-cap sobre disociados de CG
del hipocampo de ratones CO y TS. A) Nétese la colocalizacién tipica de coilina con los factores de splicing en los CB
candnicos. B) Las rosetas perinucleolares marcadas con coilina no concentran TMG-cap. Escala: 10 ym.
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Finalmente, se evalud la existencia de estas alteraciones en la distribucion de la coilina
nuclear mediante su inmunomarcaje y posterior observacion en el microscopio electrénico. En
las imégenes (Figura 25) se puede observar que la coilina de los CB del raton CO aparece
homogéneamente distribuida en las hebras densas dentro de la organela. Sin embargo, los

ratones TS presentaban frecuentemente una acumulacién de coilina alrededor del nucleolo que

corresponde a las rosetas perinucleolares que se observan mediante microscopia confocal.

T

Figura 25. Alteracion en la distribucion de coilina en las CG del hipocampo del raton TS. A-B, Imagenes
inmunoelectrénicas de coilina marcadas con oro coloidal en las CG del hipocampo de ratones CO y TS. A) Imagen
representativa de un CB candnico de un raton CO marcado con coilina. Obsérvese la distribucion homogénea de coilina
dentro del CB. B) Roseta de coilina perinucleolar que ilustra los agregados de coilina (sefialados con flechas negras)
alrededor del nucleolo (NoLo) en una CG del ratén TS. Las imagenes ampliadas en la esquina superior derecha de cada
fotografia muestran imagenes de microscopia confocal de una doble inmunofluorescencia de coilina (rojo) y TMG-cap
(verde). Escala: 250 nm.
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5.2. Alteraciones celulares asociadas al exceso de estrés oxidativo en las CG del
hipocampo del ratén Ts65Dn

Como se ha mencionado anteriormente, los déficits cognitivos caracteristicos de las personas
con SD y del ratbn TS se deben a anomalias neuromorfolégicas que ocurren durante el
neurodesarrollo y a la aparicion de diversos procesos neuropatolégicos, entre los que destaca el
incremento de estrés oxidativo. En el SD, el exceso de estrés oxidativo esta presente desde
etapas tempranas y se agrava progresivamente a lo largo de la vida. Asi, el dafio oxidativo
crénico en biomoléculas, organelas y sistemas de degradacion intracelular causa mdultiples
alteraciones celulares acelerando el envejecimiento cerebral y la neurodegeneracion y, por tanto,
contribuyendo al deterioro cognitivo. Por ello, el segundo objetivo de esta Tesis consistié en
profundizar en el estudio del estado oxidativo del hipocampo de nuestro modelo animal y en
analizar su efecto sobre componentes celulares esenciales para el correcto funcionamiento de

las CG hipocampales.

5.2.1. El incremento de estrés oxidativo en el hipocampo del ratén TS se asocia con una
respuesta antioxidante alterada, altos niveles de peroxidacion lipidica y alteraciones

mitocondriales en las CG

Estudios previos de éste y otros laboratorios han demostrado que el hipocampo del ratéon TS es
particularmente vulnerable al estrés oxidativo (Corrales et al., 2017; Parisotto et al., 2016). Para
comprender mejor el estado oxidativo del hipocampo del ratén TS a los 6 meses de edad, se
evaluaron los niveles de expresion de algunos componentes del sistema antioxidante. En primer
lugar, se analizé la expresion de la proteina SOD-1, que cataliza la conversién del radical
superéxido a O2y H202. Para ello, se realiz6 un Western blot utilizando lisados proteicos de
hipocampo de ratones CO y TS. Este experimento mostr6é que el hipocampo de los ratones TS
presentaba un incremento significativo en los niveles de expresién de SOD-1 respecto a sus
hermanos euploides (Figura 26A). Este incremento podria suponer un aumento de ROS en el
hipocampo de los animales TS. En segundo lugar, se evalué la expresion del gen Nfe2l2, que
codifica para el factor de transcripcién Nrf2, implicado en la regulacion de la expresion de genes
que codifican para proteinas antioxidantes y protegen contra el dafio oxidativo cuando los niveles
de estrés oxidativo son elevados. El andlisis mediante RT-gPCR de los niveles de expresion del
gen Nfe2l2, reveld una reduccion significativa de la expresion de este gen en el hipocampo de
ratones TS en comparacién con los CO (Figura 26B). Este resultado sugiere que esta respuesta
antioxidante no funciona correctamente en el hipocampo de los animales TS, manteniendo altos

niveles de ROS en esta estructura. En conjunto, la expresién alterada de la proteina SOD-1 y del
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gen Nfe2l2, podria afectar a la homeostasis redox favoreciendo el incremento de estrés oxidativo

en el hipocampo del ratén TS.
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Figura 26. Alteraciones en la homeostasis redox en el hipocampo del ratén TS. A) Imagen representativa y analisis
cuantitativo de un WB de SOD-1 que revelé un incremento significativo de su expresion en lisados proteicos
hipocampales de ratones TS vs. CO. B) Analisis mediante RT-gPCR del gen Nfe2l2 que demostré una reduccion
significativa en sus niveles de expresiéon en hipocampos de ratones TS respecto a los animales CO. Los datos se
representan como media + EEM de 6 animales independientes. *p<0.05

Debido a que los lipidos son biomoléculas especialmente propensas a sufrir dafio
oxidativo, a continuacion, se analiz6 la presencia de lipidos peroxidados, un marcador celular del
desequilibrio de ROS y de dafio oxidativo a lipidos, en las CG de animales CO y TS. Para ello,
se llevé a cabo un ensayo in situ con la sonda fluorescente Bodipy-C11, un marcador liposoluble
que detecta lipidos peroxidados presentes en las membranas de diferentes organulos celulares,
sobre disociados de CG del hipocampo de ratones CO y TS. En las imagenes se puede apreciar
que las CG del ratdon TS marcadas con Bodipy-C11 mostraban niveles superiores de lipidos
peroxidados a los encontrados en el ratén euploide (Figura 27AB). Esta observacion fue validada
mediante el andlisis densitométrico de intensidad de fluorescencia, que demostré un aumento
significativo en la sefial de Bodipy-C11 en el citoplasma de las CG del ratén TS frente a las del
CO (Figura 27C). Por otra parte, en las CG del ratén TS destacaba la presencia de numerosos
cuerpos de inclusién, de diferente tamafio y morfologia, muy positivos para el marcador Bodipy-
C11. El analisis cuantitativo revel6 un incremento significativo en el nimero de cuerpos positivos
de Bodipy-C11 que, presumiblemente, corresponden con acimulos de organelas citoplasmaticas
cuyas membranas tienen altos niveles de peroxidacion lipidica y pueden incluir mitocondrias,

reticulo endoplasmico, lisosomas o gotas lipidicas. (Figura 27D).
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Figura 27. Incremento de la peroxidacion lipidica en las CG del hipocampo del raton TS. A-B) Iméagenes
representativas del ensayo in situ con Bodipy-C11 sobre disociados de CG del hipocampo de ratones CO y TS. Noétese
el incremento en el marcaje de Bodipy-C11 en las CG del hipocampo en el ratdn trisémico. C) Analisis densitométrico de
intensidad de fluorescencia de Bodipy-C11, que demuestra un incremento significativo de lipoperoxidacion en el
citoplasma de las CG del hipocampo del raton TS. D) La cuantificacién del nimero de focos Bodipy-C11 positivos revela
un incremento significativo en las CG del raton TS vs. el CO. Escala: 10 pm. Las gréficas representan medias + EEM.
*p<0.05.

Las membranas de las mitocondrias son una de las principales dianas de los radicales
libres y su alteracion se encuentra estrechamente relacionada con la produccién de ROS y un
déficit en la produccidon energética celular. En el SD y en el raton TS, las alteraciones
estructurales y funcionales de las mitocondrias se han relacionado con un exceso en el contenido
de ROS (Bayona-Bafaluy et al., 2021; Bordi et al., 2019; Mollo et al., 2020). Por ello, a
continuacion, se analizé si en las CG del ratdon TS se habia producido una alteracion de la
organizacion e integridad mitocondrial. Para ello se llevo a cabo un andlisis ultraestructural
mediante microscopia electronica convencional. Por un lado, las mitocondrias de las CG de los
ratones CO exhibian una morfologia redondeada u ovalada y conservaban una estructura interna
ordenada (Figura 28A). Sin embargo, las CG de los ratones TS mostraban mitocondrias
polimoérficas o muy elongadas (Figura 28B-D), indicando una posible alteracion en el patrén de

fusion/fisibn mitocondrial. Ademas, en las CG del ratén TS se encontraban, con frecuencia,
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anomalias estructurales como dilataciones en la matriz y vacuolizaciones internas, asi como
alteraciones en la morfologia y disposicion de las crestas mitocondriales (Figura 28E-F). Estas
anomalias estructurales encontradas en las mitocondrias de las CG del raton TS son

consistentes con alteraciones funcionales causadas por el incremento del estrés oxidativo.

Figura 28. Anomalias morfoldgicas en las mitocondrias de las CG del hipocampo de ratones TS. A) Panoramica
del citoplasma de una CG del hipocampo de un ratén CO que muestra numerosas mitocondrias con la tipica morfologia
redondeada y crestas mitocondriales ordenadas. B-D) Mitocondrias polimérficas y multilobuladas presentes en las CG
del hipocampo del raton TS. E-F) Imagenes representativas de alteraciones en la estructura interna en las mitocondrias
de CG del hipocampo del raton TS. Obsérvese la desorganizacion de las crestas mitocondriales (E) y la vacuolizacion
interna (F). Escala A-D: 1 um. Escala E-F: 500 nm.
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La presencia de mitocondrias andmalas y dafiadas en las CG del raton TS, nos llevé a
pensar que tal vez pudiera estar ocurriendo un defecto en la activacion del mecanismo
neuroprotector que activa la eliminacion de estas organelas, también denominado mitofagia.
Para ello, se analiz6 mediante RT-gPCR la via de sefializacion Pink1/Parkina en lisados de RNA
de hipocampos de ratones CO y TS. Pinkl es una serina/treonina quinasa que sirve como un
marcador molecular de dafio mitocondrial. Esta enzima actia fosforilando a la parkina, una
ubiquitina ligasa E3 encargada de poliubiquitinizar diversas proteinas de la superficie
mitocondrial y activar la cascada de sefializacion de la mitofagia para degradar las mitocondrias
dafadas. Los resultados demuestran un incremento significativo en los niveles de expresién del
gen que codifica para Pink1 (Pink1) en lisados de RNA hipocampales del ratén TS, indicando un
aumento del dafio mitocondrial (Figura 29A). Sin embargo, no se detectaron diferencias
significativas en los niveles de expresion del gen que codifica para la parkina (Prnkl) entre
ratones CO y TS (Figura 29B), lo que podria indicar un defecto en la activaciéon de la cascada de

sefializacion para la degradacion de mitocondrias disfuncionales.
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Figura 29. El hipocampo del raton TS presenta alteraciones en la via de sefializacion Pink1/Parkina. A) Andlisis de
expresién mediante RT-qPCR que demuestra un incremento significativo en los niveles de Pink1 en lisados de RNA de
hipocampo de ratones TS frente a los CO. B) RT-gPCR de Prknl en el que no se detectan diferencias significativas entre
lisados hipocampales de ratones CO y TS. Las gréaficas representan medias + EEM. *p<0.05.

5.2.2. El estrés oxidativo presente en las CG del hipocampo del raton TS induce dafio en
el DNA

El dafio oxidativo al DNA es un evento celular que induce neurodegeneracion. En incremento en
la produccion de ROS causa dafio en el DNA mediante la generacion de roturas en el DNA de
doble cadena (Double Strand Breaks, DSB), la forma més dafiina de producir lesiones en el DNA,
y alterando los mecanismos de reparacién de dafio en el DNA (Coppedé y Migliore, 2015;
Sedelnikova et al., 2004).

Para determinar si el exceso de estrés oxidativo, a los 6 meses de edad, causa un

incremento en la generacion de DSB se realizé una inmunotincién frente a la histona H2AX

88



Resultados

fosforilada (yH2AX), un marcador especifico de dafio en el DNA, y se contrastd con IP. Utilizando
esta técnica se pudieron observar focos de yH2AX pequefios y bien definidos dentro del nacleo
de las CG de ratones CO y TS que, presumiblemente, se mantienen mediante un mecanismo de
separacién de fases liquido-liquido donde se inicia la cascada de sefalizacién de dafio en el
DNA y se concentran los factores de reparacidon. Ademas, ninguno de los grupos experimentales
mostraba grandes focos de yH2AX correspondientes a sitios de dafio persistente, que no pueden
ser corregidos por los sistemas de reparacién de dafio en el DNA (Figura 30A-B). El analisis
cuantitativo del nimero de focos de dafio por ndcleo reveld un incremento significativo de dichos
focos en las CG del ratén TS respecto a sus hermanos euploides (0.98 % vs. 0.36 %; Figura
30C). Ademas, de manera consistente con este resultado, los animales TS mostraron un
incremento en el porcentaje de CG que presentan focos de dafio respecto a los ratones CO (55.4
% vs. 24.6 %; Figura 30D).
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Figura 30. Las CG del hipocampo acumulan dafio en el DNA de doble cadena. A-B) Inmunomarcaje de yH2AX sobre
disociados de CG del hipocampo de un ratén CO y TS. C-D) Cuantificacion del nimero de focos de yH2AX por CG del
hipocampo (C) y del porcentaje de CG que contienen focos yH2AX positivos (D). N6tese el incremento significativo de
ambos parametros en las CG del ratén TS. En las graficas se representan las medias + EEM. *p<0.05, **p<0.01.

89



Resultados

Dado el importante papel que tiene la H2AX para iniciar la respuesta celular frente al
estrés genotdxico, a continuacion, se evalud si el incremento en el dafio en el DNA en las CG
del ratén TS inducia cambios en los niveles de expresién de su mRNA. El procesamiento de la
H2AX cuenta con un unico precursor que tiene un fragmento de mRNA en el extremo 3’ (H2AX-
3’extended), cuya acumulacion podria sugerir un procesamiento incorrecto de esta histona. Los
datos obtenidos mediante RT-gPCR sobre lisados de mRNA hipocampales revelaron un ligero
incremento, aunque no significativo, en el intermediario H2AX-3’extended en los ratones TS en
comparacién con los CO (Figura 31A). Ademas, los animales TS mostraron un incremento
significativo en la expresion génica de la histona H2AX (Figura 31B), lo que sugiere un
incremento en la biosintesis de esta histona necesario para reformar los nucleosomas en los

sitios de dafio en el DNA.
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Figura 31. Incremento de los niveles de expresion del gen que codifica para la histona H2AX en el hipocampo de
ratones TS. A-B) RT-qPCR del precursor H2AX 3-ext (A) y la forma madura H2AX (B) en lisados hipocampales de
ratones CO y TS. Mientras que no se detectan cambios significativos en la expresion del intermediario H2AX 3*-ext, la
forma madura H2AX incrementa significativamente en lisados de RNA de hipocampo de ratones TS frente a los CO. En
las gréficas se representan las medias + EEM. *p<0.05.

Siguiendo la cascada de sefializacion de respuesta al dafio en el DNA, la histona H2A
también puede ser modificada por poliubiquitinacion (H2A-ub). Esta modificaciéon post-
traduccional en la histona H2A es esencial para el remodelamiento de la cromatina y el acceso
de la maquinaria de reparacion de dafio en los focos de rotura del DNA de doble cadena. Por
ello, analizamos si el incremento de dafio en el DNA se correlacionaba con un aumento en los
niveles proteicos de H2A-ub. Tal y como se esperaba, el andlisis de la expresion proteica
mediante Western blot revel6 un incremento significativo de H2A-ub en extractos hipocampales
del raton TS en comparacion con los CO, indicando una activacion de la DDR en las CG del giro

dentado en los ratones trisémicos (Figura 32).
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Figura 32. El hipocampo del ratén TS presenta un aumento en la expresién de H2A ubiquitinada. Andlisis de la
expresion de H2A-ub mediante WB que muestra un incremento significativo en su expresion en lisados de proteinas
hipocampales del ratén TS respecto al CO. La gréfica representa las medias + EEM normalizado **p<0.01. A la
derecha de la figura se muestra una imagen representativa del WB.

En su conjunto, estos resultados sugieren que las CG del giro dentado del raton TS

sufren un incremento del dafio en el DNA prematuro, probablemente debido al exceso de estrés

oxidativo.

5.2.3. El estrés oxidativo se asocia con alteraciones en la proteostasis en las CG del
ratébn TS

Una gran cantidad de estudios en el SD indican que la formacion excesiva de ROS puede dafar
o alterar los sistemas de degradacién intracelulares como el proteasoma (UPS) o el sistema
autofagico-lisosomal, que estdn estrechamente interconectados, provocando la formacion de
agregados proteicos o la acumulacion de productos téxicos no deseados (Di Domenico et al.,
2013; Lanzillotta y Di Domenico, 2021).

5.2.3.1. Disfuncién del proteasoma

La eliminacion de proteinas por la via del proteasoma requiere la poliubiquitinacion de las
mismas, mediada por la actividad secuencial de la enzima activadora de la ubiquitina (E1), la
enzima de conjugacion de la ubiquitina (E2) y la ubiquitina ligasa (E3). A continuacion, la
subunidad reguladora del proteasoma 19S reconoce las proteinas ubiquitinadas, que se
degradan por la subunidad catalitica del proteasoma 20S (Ciechanover y Kwon, 2015). Se ha
relacionado el incremento del estrés oxidativo con alteraciones y reduccién de la funcionalidad
del proteasoma en el cortex frontal humano y en cultivos de lineas celulares obtenidos de
personas con SD, asi como en el cerebelo de los ratones TS (Aivazidis et al., 2017; Di Domenico
et al., 2013; Necchi et al., 2011).

Para evaluar si el exceso de estrés oxidativo podria afectar a la actividad proteolitica del

proteasoma en las CG del ratdon TS, se realizé un ensayo enzimético basado en la actividad
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quimotripsina, una de las enzimas proteoliticas situadas en la subunidad 20S del proteasoma.
Los resultados revelaron una disminucion significativa (del 35 % aproximadamente) en la
actividad proteolitica de esta enzima en el hipocampo de los ratones TS en comparacién con los
CO (Figura 33A), que podia sugerir una reduccién en la funcionalidad del proteasoma en el
hipocampo de ratones trisomicos. A continuacién, se evalud si esta reduccién en la actividad
proteolitica podia deberse a cambios en la expresién de las diferentes subunidades que
componen el proteasoma. Los resultados obtenidos mediante WB en extractos proteicos de
hipocampo no revelaron diferencias significativas en la expresién de la subunidad reguladora
19S ni en la subunidad catalitica 20S del proteasoma en ratones TS frente a los CO (Figura 33B).
Estos resultados sugieren que la caida en la actividad del proteasoma en el hipocampo de los

ratones TS no se debe a cambios en la expresidn de las subunidades que lo componen.
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Figura 33. La disminucion en la actividad del proteasoma en el hipocampo del ratén TS no esta causada por
cambios en la expresion de las subunidades. A) Ensayo de actividad quimotripsina que revela una disminucién
significativa en la actividad proteolitica de esta enzima en el hipocampo del ratén TS. B) WB de lisados hipocampales
que muestra la cuantificacién de los niveles de expresion de las subunidades 20S y 19S en las que no se encuentran
diferencias significativas entre animales TS vs. CO. Los datos representan las medias + EEM. *p<0.05. A la derecha de
la figura B se muestran imagenes representativas del WB.

Posteriormente, con el fin de analizar posibles alteraciones en la distribucién de la
subunidad catalitica 20S del proteasoma, se realizé6 una inmunofluorescencia sobre squashes
de CG del hipocampo de ratones CO y TS utilizando el anticuerpo PSMB5 que reconoce la
subunidad B tipo 5 del proteasoma. Las imagenes revelaron una tincion preferentemente nuclear,
que excluia el nucleolo, en los ratones de ambos cariotipos (Figura 34). En las CG del ratén CO
se podian apreciar abundantes focos muy positivos para la subunidad 20S del proteasoma
(Figura 34A). Estos focos se corresponden con factorias proteoliticas del sistema UPS
denominadas “clastosomas”, que concentran proteasomas activos y proteinas ubiquitinadas que
seran sustrato del proteasoma. Sin embargo, estos focos aparecian con menor frecuencia en las

CG del hipocampo del ratén TS (Figura 34B). De acuerdo con estas observaciones, el analisis
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cuantitativo del numero de clastosomas por célula demostré una disminucién significativa en las

CG de los ratones TS en comparacion con los euploides (Figura 34C).

PSMB5 PSMBS

N° de clastosomas
por célula
>
1
HH

CO TS

Figura 34. Las CG del hipocampo del ratén TS presentan unareduccién en el nimero de factorias de degradacién
proteica dependientes del proteasoma. A-B) Imagenes representativas del inmunomarcaje con PSMBS5, que reconoce
la subunidad 20S del proteasoma. Nétese la mayor frecuencia de focos positivos de PSMB5 en las CG del ratén CO. C)
El andlisis cuantitativo del nimero de clastosomas por célula demostré una reduccion significativa de estas factorias de
degradacion proteica en las CG del hipocampo del ratén TS. Escala: 10 um. Los datos representan las medias + EEM.
*p<0.05.

Dado que la protedlisis a través del UPS es principalmente, pero no exclusivamente, de
proteinas poliubiquitinadas, se realizé una inmunofluorescencia con un anticuerpo que reconoce
complejos proteina-ubiquitina en disociados de CG del giro dentado de animales de ambos
cariotipos. Como se ilustra en la figura 35AB, las CG de ratones CO y TS presentan una sefial
difusa tanto en el nlicleo como en citoplasma celular. Ademas, las CG del raton CO presentan
con mas frecuencia focos nucleares de proteinas ubiquitinadas, que se corresponden con
clastosomas en los que estos complejos de proteinas ubiquitinadas se acumulan para ser
degradados por las factorias proteoliticas. Sin embargo, la inmunotincion de proteinas
ubiquitinadas en las CG de los ratones trisomicos muestra abundantes focos muy brillantes y
bien definidos, pero en el citoplasma celular. Estos agregados o inclusiones citoplasmaticas de
proteinas ubiquitinadas podrian corresponder a “agresomas”, agregados de proteinas dafiadas
o0 mal plegadas, que se encuentran poliubiquitinadas pero no pueden ser degradados por la via
proteasomal. La cuantificacién del marcaje revelé un incremento significativo del nimero de
estos agregados o inclusiones por célula (Figura 35C), asi como del porcentaje de CG que
presentaban estos agregados (Figura 35D), en el giro dentado del ratén trisémico en

comparacion con el ratén CO, lo que sugiere una disfuncion en el UPS del raton TS.
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Figura 35. Acumulacién de agregados de proteinas ubiquitinadas en el citoplasma de las CG del hipocampo del
raton TS. A-B) Inmunomarcaje de complejos proteina-ubiquitina en squashes de CG del hipocampo de ratones CO y
TS. Notese la presencia de focos Ub positivos nucleares en las CG de ratones euploides, mientras que son
predominantemente citoplasmaticos en las CG de los ratones TS. C-D) Analisis cuantitativo del nimero de agregados
por célula (C) y del porcentaje de CG que presentan estos agregados (D) que revela un incremento significativo de
ambos parametros en disociados celulares de ratones TS. Escala: 10 pm. Los datos representan las medias + EEM.
**p<0.01.

5.2.3.2. Disfuncién del sistema lisosomal

Estudios en el SD también sugieren que el exceso de estrés oxidativo produce la oxidacion de
componentes especificos del sistema autofagico-lisosomal alterando su funcionalidad,
agravando su inhibicién y favoreciendo la disfuncién de la proteostasis celular (Lanzillotta y Di
Domenico, 2021).

Para evaluar la respuesta lisosomal temprana al exceso de estrés oxidativo y de
peroxidacion lipidica en las CG del raton TS, en primer lugar, se evalud la expresion de catepsina
D, un marcador molecular de lisosomas. Para ello, sobre disociados de CG del hipocampo de
ratones CO y TS, se combiné un inmunomarcaje con un anticuerpo que reconoce catepsina D
con la tincién con IP. En las imagenes se puede observar cuerpos catepsina D positivos en el
citoplasma de las CG, tanto del raton CO como del TS (Figura 36AB). Mientras que el ratén

euploide presentaba cuerpos pequefios y redondeados, en las CG del ratbn TS aparecian
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frecuentemente focos mas grandes y polimorfos. El analisis cuantitativo del nimero de cuerpos
lisosomales catepsina D positivos reveld un incremento significativo de estos focos en el
citoplasma de las CG del hipocampo de ratones TS respecto a los CO (Figura 36C). Sin embargo,
al evaluar los niveles de expresién de catepsina D mediante Western blot, no se detectaron
diferencias significativas entre los lisados proteicos de hipocampos de ratones CO y TS (Figura
36D). Estos resultados sugieren una acumulacién anormal de estructuras lisosomales no
funcionales en las CG del hipocampo del ratén TS sin un aumento paralelo en la degradacion de

proteinas dependiente de catepsina D.
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Figura 36. Las CG del hipocampo del raton TS presentan un incremento en el nUmero de lisosomas catepsina D
positivos que no se correlaciona con cambios en la expresion proteica de esta enzima en lisados hipocampales
totales. A-B) limagenes representativas de una inmunofluorescencia de catepsina D sobre disociados de CG del
hipocampo de ratones CO y TS. Nétese la presencia de lisosomas catepsina D positivos de mayor tamafio y polimorfos
en los animales TS. C) Andlisis cuantitativo del nimero de focos catepsina D positivos que demuestra un incremento
significativo en las CG del hipocampo del ratén TS respecto al CO. D) El Western blot de catepsina D de lisados proteicos
totales de hipocampo no revela cambios significativos en la expresion de esta proteina en ratones CO respecto a los TS.
Escala:10 um. Los datos representan las medias + EEM. *p<0.05. A la derecha de la figura D se muestra una imagen
reprentativa del WB.
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Para investigar esta hipétesis evaluamos el fenotipo estructural de los lisosomas, un
parametro muy relacionado con su actividad funcional, mediante microscopia electrénica
convencional. A los 6 meses de edad, las CG del ratobn CO presentaban mayoritariamente
estructuras lisosomales redondeadas y de electrodensidad homogénea, que corresponden a
lisosomas primarios que no contienen material en degradacién. Ocasionalmente, en los ratones
CO también se observaban lisosomas secundarios pequefios que contenian pocos granulos
electrodensos de condensados proteicos en degradacion. Sin embargo, las CG del ratén TS
mostraban, mayoritariamente, lisosomas secundarios grandes y polimorfos (Figura 37B),
también denominados cuerpos residuales. Estos lisosomas presentan una estructura interna
heterogénea y que contenia cuerpos muy electrodensos de diferente forma y tamafio que
corresponden a agregados de proteinas condensadas (Figura 37A). Ademas, estos lisosomas
se agrupaban frecuentemente formando clusters. Estos cuerpos intra-lisosomales observados
en las CG del raton TS incluian: i) dominios redondeados electrolicidos que corresponden a
gotas lipidicas (Figura 37C-E), ii) granulos muy electrodensos de tamafio y forma variable que
se corresponden con agregados proteicos (Figura 37C-E) y iii) estructuras membranosas (Figura
37C).

Para corroborar la existencia de gotas lipidicas en el citoplasma de las CG del hipocampo
del raton TS se llevd a cabo una tincién in situ con Bodipy 493/505, un marcador especifico de
cuerpos lipidicos, sobre disociados celulares. Las imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal muestran una abundante presencia de cuerpos lipidicos en el citoplasma de las CG del
ratbn TS (Figura 37F). Ademdés, una fraccibn de estas gotas lipidicas intralisosomales
encontradas en las CG de los ratones TS podria corresponder al almacenamiento de lipidos
peroxidados tefiidos con el Bodipy C11 (Figura 27). Ademas, alguno de los cuerpos grandes que
presentan varias gotitas de lipidos encontrados en las CG del hipocampo del ratéon TS podrian
corresponderse con granulos residuales de lipofuscina que contienen lipidos y proteinas
oxidados no digeribles que resultan altamente toxicos para la célula. De hecho, algunos cuerpos
citoplasmaticos en las CG del ratén TS mostraron una fuerte autofluorescencia con microscopia
confocal (Figura 37G), una caracteristica tipica de los granulos de lipofuscina (Ruiz-Soto et al.,
2020).

En su conjunto, la acumulacién temprana de estos lisosomales aberrantes o cuerpos
residuales llenos de lipidos peroxidados es consistente con la disfuncién lisosomal descrita en el
SD que podria contribuir a alteraciones en la proteostasis en las CG del giro dentado del ratén
TS.
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Figura 37. Alteraciones morfolégicas relacionadas con el sistema lisosomal en las CG del hipocampo del ratén
TS. A) Panoramica del citoplasma de una CG del hipocampo de un ratén euploide que muestra la presencia de lisosomas
primarios (Li1°) y lisosomas secundarios (Li2°). B) Imagen representativa del citoplasma de una CG del raton TS en la
gue se observa el predominio de lisosomas secundarios. C-E) Agregados de estructuras lisosomales de gran tamafio y
aspecto polimorfo. Nétese la presencia de estructuras intralisosomales: gotas lipidicas (GL), estructuras membranosas
(asterisco) y cuerpos electrodensos (punta de flecha). F) Combinacién de la tincién con Bodipy 493/503 con DAPI, que
confirma la presencia de gotas lipidicas en las CG del hipocampo del TS. G) Focos autofluorescentes de lipofuscina
contrastado con DAPI que demuestra el aumento de este pigmento en las CG del hipocampo del raton TS. Escala de A-
B:1 ym C-E: 500 nm.
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La disfuncion cognitiva es el rasgo mas sobresaliente tanto del SD como del raton TS y, en
concreto, la memoria y el aprendizaje dependientes del hipocampo estan particularmente
afectados (Antonarakis et al., 2020; Bartesaghi et al., 2011; Gupta et al., 2016). Desde etapas
tempranas del neurodesarrollo el hipocampo de las personas con SD presenta alteraciones
anatomicas, morfolégicas, fisioldgicas y neuroquimicas que afectan a diversas poblaciones
neuronales y alteran el correcto funcionamiento de esta estructura (Antonarakis et al., 2020;
Bartesaghi et al., 2011; Rueda et al., 2012). Entre estas alteraciones destacan la hipocelularidad,
causada principalmente por defectos en el proceso de neurogénesis, asi como las anomalias en
la conectividad sinaptica ocasionadas por alteraciones en espinas, dendritas y en diversos
componentes de las sinapsis (Contestabile et al., 2009; Rueda et al., 2020). Ademas, tanto en
las personas con SD como en el ratdbn TS, todas estas alteraciones se agravan con el
envejecimiento, debido a la aparicién de diversos procesos neuropatolégicos, como el estrés
oxidativo, el desarrollo de una neuropatologia de tipo EA y la neuroinflamacién que deterioran
aln mas la cognicion (Lott, 2012; Lott y Dierssen, 2010; Wilcock y Griffin, 2013).

Por lo tanto, los déficits cognitivos encontrados en el SD y en el ratén TS se deben a dos
factores: i) El exceso de dosis génica, que implica alteraciones en los patrones de expresion
de multiples genes que se encuentran tanto en triple como en doble dosis, produciendo la
alteracién de procesos celulares esenciales implicados en el correcto mantenimiento de la
homeostasis celular (Kahlem et al., 2004; Maass et al., 2019b). ii) El desarrollo de procesos
neuropatolégicos como el estrés oxidativo, que esta presente desde etapas tempranas del
neurodesarrollo y dafia elementos celulares, acelera la neurodegeneracion y el desarrollo de la
neuropatologia de tipo EA contribuyendo al deterioro cognitivo caracteristico del SD (Martinez-
Cué y Rueda, 2020b; Perluigi et al., 2014; Piccoli et al., 2013).

Por ello esta Tesis Doctoral esta dividida en dos estudios:

i) En el primer estudio hemos evaluado alteraciones causadas por el exceso de dosis
génica sobre diversos compartimentos nucleares (nucleolos, cromatina, cuerpos nucleares de
Cajal) que son esenciales para mantener la homeostasis neuronal en las CG del hipocampo de

los animales TS (apartado 5.1).

i) En el segundo estudio hemos evaluado alteraciones asociadas al exceso de estrés
oxidativo sobre componentes celulares (dafio en el DNA, proteasoma y sistema autofagico-
lisosomal) que son esenciales para mantener la homeostasis neuronal en las CG del hipocampo

de los animales TS (apartado 5.2).
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6.1. Alteraciones en la arquitectura nuclear de las CG del raton TS causadas por
el exceso de dosis génica

Los resultados obtenidos en el primer estudio del presente trabajo de Tesis Doctoral indican que
la triplicacion de un segmento del Mmul6 presente en el ratén TS produce alteraciones en la
arquitectura nuclear de las CG del hipocampo, particularmente en los compartimentos nucleares
encargados de la transcripcion y procesamiento de pre-rRNA y pre-mRNA. Esta reorganizacion
nuclear de las CG implica alteraciones en: i) la regulacion epigenética de la cromatina, tanto de
su estructura como de su funcién, produciendo un incremento de la heterocromatina y una
reduccion global de la transcripcidn, ii) el patrén de fusién nucleolar, que conlleva un incremento
en el numero de nucleolos, iii) el ensamblaje de los CB, que estan involucrados en el splicing de

pre-mRNAs.

Ademas de la desregulacién en la expresion génica causada por la trisomia de algunos
genes en este modelo de SD (Sheltzer et al., 2012), estos resultados indican que la copia extra
del segmento del Mmul6 produce, por si misma, la reorganizacion tridimensional del genoma
dentro del nicleo de las CG del hipocampo del raton TS. Las modificaciones en la arquitectura
nuclear producen alteraciones en la posicion de los cromosomas, asi como en las interacciones
intra- e intercromosOmicas. Dada la estrecha relacion que existe entre la disposicion del genoma
y su regulacién, los cambios en la posicion cromosémica o0 en sus interacciones podrian causar
alteraciones en la expresion génica, resultando en una disminucion de la transcripcién global,
como la observada en las CG de nuestro modelo. De esta manera, los cambios en la distribucion
tridimensional del genoma podrian contribuir a las alteraciones neuromorfologicas y funcionales
presentes en las CG del hipocampo de este modelo de SD. Las alteraciones en la arquitectura
nuclear de las CG del raton TS se producen durante la maduracién. En esta etapa, las neuronas
postmitéticas sufren una reorganizacion espacial de los cromosomas para llegar a la disposicion
tridimensional especifica y caracteristica de las neuronas maduras diferenciadas (Ito y Takizawa,
2018). Por tanto, el establecimiento y mantenimiento de esta organizacion espacial y de los
programas de expresién génica caracteristicos de las CG del hipocampo son procesos
esenciales para asegurar sus funciones especificas, entre las que destacan el procesamiento de
informacion y la formacion de nuevas memorias declarativas (Contestabile et al., 2007b;

Giacomini et al., 2018; Kleschevnikov et al., 2017).
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6.1.1. Reduccion del tamafo nuclear e incremento de la heterocromatinizacién en las CG
del ratén TS

En este estudio, observamos que las CG del giro dentado, tanto del ratbn CO como del TS, tienen
una morfologia normal, tipica de esta poblacién neuronal, con un nicleo pequefio con masas
prominentes de heterocromatina, correspondiente a la cromatina transcripcionalmente inactiva,
y un nucleolo pequefio y compacto. El tamafio nuclear se ha correlacionado positivamente con
el contenido de DNA y la ratio de transcripcion global (Pena et al., 2001a; Webster et al., 2009;
Yazdani et al., 2012a). Por tanto, la reduccién del tamafio nuclear encontrada en las CG del
hipocampo del ratébn TS es consistente con los grandes bloques de heterocromatina y con la
reduccion global de la transcripcidon que presenta esta poblacion neuronal en nuestro modelo
animal. Ademas, Yazdani et al. (2012) describieron una reduccion del tamafio nuclear y de la
sintesis de RNA en ausencia de methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2) en progenitores neurales
diferenciados (Yazdani et al., 2012a). Esta proteina reconoce regiones metiladas y no metiladas
en el genoma y actia como un regulador epigenético de la expresién génica, reprimiendo o
activando genes especificamente en funcion del contexto en el que se encuentre la célula
(Hansen et al., 2010). De acuerdo con la estrecha relacién entre la regulacion epigenética de la
cromatina y el tamafio nuclear, en las CG del ratdn TS encontramos un incremento significativo
de la histona H4 trimetilada, un marcador de dominios de cromatina transcripcionalmente
inactivos (Karachentsev et al., 2005; Shoaib et al., 2018), y una disminucién de la histona H4
acetilada, que marca cromatina transcripcionalmente activa, que correlaciona con el menor
tamafio nuclear encontrado en las GC de nuestro modelo. Ademas, las CG del raton TS
presentaban un incremento en la expresién de dos genes relacionados con la organizacién de la
cromatina, Mecp2 y H1f0 (Flanagan y Brown, 2016; Singleton et al., 2011; Zhang et al., 2015).
En este contexto, la compactacion de la cromatina en forma de heterocromatina encontrada en
las CG del raton TS podria producir una disminucion de la porcién del volumen nuclear ocupado
por el territorio cromosémico, dando lugar a una reduccion del tamafio nuclear, tal y como se ha

descrito en otras enfermedades neurodegenerativas (Castillo-Iglesias et al., 2019).
6.1.2. Descenso de la transcripcidn global en las CG del hipocampo del ratén TS

Dado que las CG del hipocampo del TS presentaban una reduccién en su tamafio nuclear, asi
como un incremento en el patrén de heterocromatinizacion, parecia razonable pensar que estas
alteraciones podrian inducir cambios en la actividad transcripcional de esta poblaciéon neuronal.
Para evaluar la transcripcién global se llevé a cabo un ensayo basado en la incorporacién de 5’-

FU en el RNA naciente y se comprob6 que las CG del hipocampo presentaban una reduccién en
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esta ratio. Como la incorporaciéon de 5-FU ocurre en los dominios de cromatina
transcripcionalmente activa, parece razonable pensar que la disminucién de la expresién génica
corresponde principalmente a genes que codifican para proteinas. Sin embargo, una pequefia
contribucién a la caida de la transcripcion también podria deberse a genes no codificantes.
Ademas, de acuerdo con la reduccién de la transcripcién global en las CG del ratén TS, también
se detectd una disminucion de la histona H4 acetilada, un marcador de cromatina
transcripcionalmente activa (Zhang et al., 2015), mediante estudios de inmunofluorescencia y
Western blot. En su conjunto, estos datos indican una reduccién en la transcripcién global de las

CG del hipocampo del ratén TS.

Las células aneuploides, ademas de presentar una gran complejidad en la regulacion de
la expresion génica, suelen mostrar un descenso en la capacidad de proliferacién celular
(Sheltzer et al., 2012). Asi, los fibroblastos de embriones de ratones con una porcion triplicada
del Mmul16 muestran una sobreexpresion de genes con un papel fundamental en la respuesta al
estrés celular y una disminucién en la expresion de genes implicados en el ciclo celular, la
replicacion del DNA y la segregacion cromosomica (Sheltzer et al., 2012). Estas modificaciones
transcripcionales podrian alterar la neurogénesis de las CG del hipocampo, produciendo una
reduccion en el nimero de neuronas maduras, una caracteristica que ha sido ampliamente

descrita en el raton TS (Contestabile et al., 2007; Garcia-Cerro et al., 2017; Stagni et al., 2018).

En relacion con el impacto que produce la triplicacion del cromosoma Mmul6 sobre la
transcripcion global en el SNC, Kahlem et al. (2004) describieron un incremento de los transcritos
en la mayoria de los genes triplicados en el cortex cerebral y en el cerebelo del raton TS,
indicando una sobreexpresién proporcional al nimero de copias del gen. Sin embargo, algunos
de estos genes triplicados presentaban un descenso en su expresion, lo que sugiere la
participacion de mecanismos de regulacién génica adicionales (Kahlem et al., 2004). Dado que
en el SD y en el ratdn TS, los genes triplicados representan una pequefia fraccion del genoma,
nuestros resultados, en su conjunto, demuestran una reduccion significativa de la transcripcion
global. Esta respuesta transcripcional encontrada en las CG del raton TS podria deberse a dos
factores: i) Los cambios en la arquitectura nuclear y el reordenamiento cromosémico, debidos al
exceso de dosis génica, podrian alterar las interacciones normales entre los genes, lo que
resultaria en una disminucion de la expresion génica global. Asi, en las neuronas piramidales del
area CAl del hipocampo del ratén TS se ha descrito una reduccion en la expresion de diferentes
genes disdmicos implicados en la supervivencia (Maass et al., 2019). ii) En las células
aneuploides de mamiferos una caracteristica tipica es la alteracion en la regulacion de los genes

de respuesta al estrés celular (Sheltzer et al., 2012). Asi, es bien conocido que el estrés celular
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induce una represion transcripcional de miles de genes dependientes de la actividad de la RNA
polimerasa Il, excluyendo los genes de respuesta al estrés que suelen estar sobreexpresados
(Vihervaara et al., 2018).

Ademas, la expresion alterada de algunos genes del HSA21 que también estan
triplicados en el ratén TS, podria contribuir al incremento de la heterocromatinizacién y a la
disminucioén de la transcripcion global que se describe en las CG del TS. Entre ellos, podemos
destacar el gen Hics que cataliza la biotinizacion de algunas histonas e induce la condensacion
de la cromatina y la represion de algunos genes (Pestinger et al., 2011; Singh et al., 2013).
Ademas, otros genes triplicados en el ratdbn TS como Dyrk1A y Runx1 codifican para proteinas
que podrian alterar el patron epigenético de la cromatina en el nacleo de las CG del hipocampo

de este modelo experimental (Antonarakis et al., 2004; Bakshi et al., 2010).

6.1.3. Alteraciones en el nUmero de nucleolos y en el patrén de fusion nucleolar en las
CG del ratébn TS

En relacion con las alteraciones nucleolares de las CG del ratén TS encontradas en este
estudio, una caracteristica llamativa es el incremento significativo del nimero de nucleolos por
célula. Hay dos factores que pueden contribuir a esta alteracion en las CG maduras: el nUmero
de NOR vy el patrén de fusién nucleolar. En las células eucariotas, al comienzo de la telofase,
comienza la transcripcion del rRNA y la formaciéon de nucleolos alrededor de las NOR. Al inicio
de este proceso se forman multiples nucleolos pequefios que después se fusionaran en uno o
dos grandes nucleolos que contienen varias NOR (Hernandez-Verdun et al., 2010; Mcstay, 2016;
Savino et al., 2001). Las células euploides de raton poseen 6 cromosomas acrocéntricos con
regiones codificantes para NOR (12,15, 16, 17, 18 y 19), cuyas secuencias se encuentran cerca
de la regién telomérica (Mcstay, 2016). Sin embargo, mientras que en las personas con SD la
triplicacion del HSA21 proporciona un NOR adicional, la porcion triplicada del Mmul6 no contiene
ninguna de estas regiones (Antonarakis et al., 2004). Por lo tanto, este incremento en el nimero
de nucleolos en las CG del giro dentado del ratébn TS no esta causado por la presencia de un

exceso de NOR.

En cuanto a la fusion nuclear, los mecanismos celulares y moleculares que regulan este
proceso no se conocen en su totalidad. Sin embargo, existe evidencia de que es un proceso
celular que implica la reorganizacién espacial dentro del ndcleo de los cromosomas portadores
de las NOR (Mcstay, 2016). De hecho, experimentos realizados en células humanas durante la
fase G1 temprana han mostrado desplazamientos cromosémicos dependientes de ATP de entre

3y 5 um y, también, que los nucleolos generalmente se mueven y colocan alejados entre si
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(Zidovska et al., 2013; Caragine et al., 2019). Sin embargo, los nucleolos se coordinan y
ralentizan sus movimientos cuando se van a fusionar. Teniendo en cuenta que el rDNA nucleolar
esta fisicamente unido a las fibras de cromatina de los cromosomas portadores de NOR, el
movimiento nucleolar estaria implicado en la reorganizacién tridimensional de los cromosomas
dentro del nicleo celular (Caragine et al., 2019). Ademas, se ha propuesto que la viscosidad del
nucleoplasma alrededor del nucleolo, asi como la interaccion del nucleolo con la cromatina

circundante, establece la escala de tiempo de la fusion nucleolar (Caragine et al., 2019).

En este contexto, se propone que las alteraciones en la arquitectura nuclear y los
cambios epigenéticos en la cromatina, asociados al exceso de dosis génica, presentes en las
CG del ratén TS interfieren con el patrén normal de fusion nucleolar y causan un incremento en
el numero de nucleolos (Carmo-Fonseca, 2015; Caudron-Herger et al., 2015; Falahati et al.,
2016). La nucleolina, ademas de tener un papel fundamental en la transcripcion del rRNA, esta
implicada en el ensamblaje de los nucleolos. Por ello, el incremento en la expresién de nucleolina
en el hipocampo ratén TS, puede deberse al mantenimiento del elevado nimero de nucleolos en
estos animales. Ademas, la nucleolina es una proteina multifuncional y, aungue se encuentra
concentrada mayoritariamente en el nucleolo, también hay una fracciébn de ésta en el
nucleoplasma (Baltanas et al., 2019; Das et al., 2013) que podria estar involucrada en la

biogénesis de un mayor nimero de nucleolos en las CG del ratén TS.

Ademas, mientras que las neuronas grandes de los mamiferos son en su mayoria,
mononucleoladas, las neuronas de menor tamafio con una actividad transcripcional menor
suelen tener varios nucleolos. Este hecho sugiere que hay una correlacién negativa entre la
actividad transcripcional y el nimero de nucleolos en las neuronas de mamiferos (Berciano et
al., 2007; Pena et al., 2001). Asi, el hecho de tener un Unico nucleolo permite concentrar todos
los genes ribosomales y la maquinaria molecular para la transcripcién y el procesamiento de los
rRNA en un anico dominio nucleolar, lo que aumenta potencialmente las interacciones

moleculares requeridas para la actividad nucleolar.

Otro dato que apoya la hip6tesis de la reorganizacion espacial de los cromosomas
portadores de NOR en el nucleo de las CG del ratdn TS es el cambio en la distribucién normal
de los Ag-NOR. Las NOR se identificaron mediante una tincion argéntica, que reconoce algunas
proteinas argiréfilas asociadas al rDNA (Mcstay, 2016; Zatsepina, 2019). En los nicleos de las
CG del raton TS, ademas de la presencia de los tipicos Ag-NOR asociados a los nucleolos,
también observamos un incremento de pequefios puntos argirofilos extranucleolares. Este

resultado sugiere que la trisomia parcial del Mmul6 en el ratén TS produce cambios posicionales
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de los cromosomas portadores de NOR dentro del nucleo celular, alterando el patrén de fusién

nucleolar.

Dado que el incremento en el nimero de nucleolos podria relacionarse con alteraciones
en la transcripcion del rRNA, a continuacion, evaluamos los niveles de expresion de diferentes
fragmentos de rRNA en el hipocampo de ratones CO y TS. Los resultados no mostraron cambios
significativos en la expresion del precursor 45S ni de los rRNA maduros 18S y 28S, asi como de
sus respectivos precursores (18S-5’J y 28S-5’J) en comparacion con los ratones euploides. Estos
datos sugieren que la transcripcion de los genes ribosomales no esta alterada en las CG de los
ratones TS. De manera consistente con estos resultados, tampoco se hallaron variaciones
significativas en la expresién hipocampal de genes que codifican para las proteinas nucleolares
UBF, fibrilarina y nucleofosmina entre ratones CO y TS. El mantenimiento de la transcripcién de
genes ribosomales en las CG del TS puede deberse a un mecanismo compensatorio del nucleolo
frente a la reduccién global de la transcripcion de genes codificantes de proteinas, con el objetivo
de preservar la biogénesis ribosomal y la actividad traduccional. De manera similar a lo que se
propone en este trabajo, este tipo de respuestas nucleolares compensatorias también se han
descrito en: i) motoneuronas espinales en un modelo animal de atrofia muscular espinal (Tapia
etal., 2017), ii) neuronas ganglionares sensitivas sometidas a condiciones de estrés proteotdxico
(Palanca et al., 2014) y iii) en algunas poblaciones neuronales de pacientes con EA (Herndndez-
Ortega et al., 2016). En conclusion, el incremento en el nimero de nucleolos en las CG del giro
dentado del raton TS no se correlaciona con un incremento de la transcripcion nucleolar

hipocampal.

6.1.4. Alteraciones en el niumero de cuerpos nucleares de Cajal y redistribucion de la

coilina en las CG del raton TS

Otro hallazgo importante es el cambio en la organizacion de los CB en las CG del TS con dos
notables manifestaciones: en primer lugar, la reduccién significativa del nimero de CB candénicos
y, en segundo lugar, el incremento en la incidencia de casquetes perinucleolares de coilina que
no contienen snRNP. Los CB son organelas nucleares muy dindmicas dependientes de la
actividad transcripcional (Machyna et al., 2013, 2014; Shevtsov y Dundr, 2011; Wang et al.,
2016). En neuronas post-mitdticas con una alta demanda transcripcional y de splicing, los CB
juegan un papel fundamental en la biogénesis de snRNPs (Gall, 2003; Lafarga et al., 2018;
Machyna et al., 2013). Numerosas condicionales experimentales o patolégicas en las que se
produce estrés celular, inhibicion de la transcripcion, dafio en el DNA o alteraciones en el splicing

han descrito que este estrés da lugar a alteraciones o a reduccion en el nimero de CB (Cioce et
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al., 2006; Gilder et al., 2011; Lafarga et al., 2018; Tapia et al., 2017). Por lo tanto, la reduccion
en el numero de CB encontrada en las CG del TS es consistente con la disminucion en la
transcripcion global y un aumento en el estrés celular y, consecuentemente, con una reduccién
de la demanda de splicing de pre-mRNA. Ademas, los conocimientos actuales sobre el
ensamblaje de los CB indican que se forman en loci activos de snRNA o0 snoRNA y de genes de
histonas (Arias Escayola y Neugebauer, 2018; Wang et al., 2016b) lo que podria sugerir que la
reduccion de la transcripcién de estos genes contribuye directamente a un descenso en el

nimero de CB.

Por otro lado, el incremento en la formacién de casquetes perinucleolares de coilina
indica un defecto en el proceso de ensamblaje de los CB. En este proceso estan implicadas
diversas modificaciones post-traduccionales de proteinas del CB como la SMN o la coilina
(Hebert y Poole, 2017; Lafarga et al., 2018). Por ejemplo, la metilacion de la coilina es un factor
regulador clave del ensamblaje de los CB (Hebert et al., 2002). En neuronas de mamiferos se ha
demostrado que una reduccién en la metilaciéon de la coilina puede causar un cambio en su
localizacion tras la inhibicion de metilacion de proteinas o la reduccién de SMN (Navascues et
al., 2008; Tapia et al., 2017).

En resumen, todos estos resultados indican que la triplicacion de un segmento del
Mmul6 presente en el ratdbn TS produce alteraciones en la arquitectura nuclear de las CG que
podrian ser parcialmente responsables de las alteraciones funcionales dependientes del

hipocampo encontrados en estos ratones.

6.2. Alteraciones celulares asociadas al incremento de estrés oxidativo en las
CG hipocampales del ratén TS

Los resultados obtenidos en el segundo estudio del presente trabajo de Tesis Doctoral confirman
la existencia de anomalias celulares asociadas al incremento de estrés oxidativo en las CG del
hipocampo del ratén TS a los 6 meses de edad. En concreto, el exceso de estrés oxidativo
provoca alteraciones en dos sistemas esenciales para el mantenimiento de la homeostasis
neuronal: la DDR vy la proteostasis celular, particularmente, el UPS vy el sistema lisosomal. Los
resultados obtenidos en este estudio demuestran que las CG del hipocampo del TS presentan:
i) un aumento del dafio en el DNA, ii) una reorganizacion de las factorias proteoliticas en el nlcleo
celular acompafiada de un descenso de la actividad del proteasoma y acumulos de proteinas
poliubiquitinadas en el citoplasma, iii) una modificacion en la organizacién lisosomal en el
citoplasma celular con la aparicion de agregados lisosomales que contienen gotas lipidicas y

productos citotoxicos oxidados y iv) alteraciones ultraestructurales en las mitocondrias. Todas
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estas alteraciones generadas por el exceso de estrés oxidativo en las CG del hipocampo del
ratbn TS pueden comprometer el correcto funcionamiento neuronal, favorecer Ila
neurodegeneracion y el desarrollo de la neuropatologia de tipo EA vy, por tanto, contribuir a los
déficits de memoria y aprendizaje dependiente del hipocampo que presenta este modelo de SD

tanto en etapas tempranas como tardias de su vida.

6.2.1. Elincremente de estrés oxidativo en el hipocampo del ratén TS se asocia con una
respuesta antioxidante alterada, altos niveles de peroxidacién lipidica y alteraciones

mitocondriales en las CG

En el SD el incremento del estrés oxidativo esta presente desde etapas tempranas del
neurodesarrollo y se debe, en parte, a la triplicacibn de algunos genes que directa o
indirectamente estan implicados en el mantenimiento de la homeostasis redox. Asi, los cambios
en la expresion de estos genes se relacionan con un exceso en la produccién de ROS o con
defectos en la respuesta antioxidante lo que, en conjunto, causa un desequilibrio redox y la
acumulacion de dafio oxidativo (Lanzillotta y Domenico, 2021; Perluigi et al., 2011; Rueda y
Martinez-Cué, 2020). De acuerdo con la presencia de una copia extra del gen Sodl en los
ratones TS, se comprobd la sobreexpresion de la enzima SOD1 en el hipocampo de estos
animales. Estos resultados, son consistentes con trabajos previos de este laboratorio que
demostraron un incremento en la actividad enzimatica de SOD1 a los 6 meses en este modelo
experimental (Corrales et al., 2017). Por tanto, el aumento de SOD1 en el hipocampo del ratén
TS podria dar lugar a una mayor produccién de peréxido de hidrégeno y otras ROS con alto
potencial oxidante en la célula. Ademas de la sobreexpresion de SOD1, también se detecté una
disminucién en los niveles hipocampales de Nrf2, un gen implicado en la respuesta antioxidante
neuronal que regula la expresion de multiples enzimas antioxidantes (Di Domenico et al., 2012).
Estudios previos han demostrado que la sobreexpresion del gen Batchl, que esta triplicado en
el SD, esta asociada a una disminucion de la expresion de Nrf2, disminuyendo su fosforilacion
en la serina 40 vy, por tanto, reduciendo la expresién de genes antioxidantes (Lanzillotta y Di
Domenico, 2021). Por lo tanto, la disminucidon de la expresion de Nrf2 puede causar una
respuesta antioxidante ineficiente en el hipocampo de los ratones TS que exacerba el estrés
oxidativo en esta estructura, lo que comprometeria ain mas la homeostasis neuronal y una

correcta funcioén hipocampal.

Como se ha discutido anteriormente en el estudio 1, el exceso de dosis génica presente
en el SD produce alteraciones en la arquitectura nuclear y en el patron epigenético en las CG del

hipocampo del raton TS que afectan a funciones nucleares béasicas como la transcripcion y
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procesamiento de pre-mRNA y pre-rRNA (Bodai, 2022; Puente-Bedia et al. 2021). En este
contexto, las alteraciones en la transcripcién y procesamiento del RNA se postulan como un
mecanismo clave para integrar el estrés celular, como el ocasionado por el exceso de estrés
oxidativo, al perfil de expresion génica. Ademas del efecto que tiene el exceso de dosis génica
sobre la desregulacion de la expresion de los genes, en el estudio anterior se propone que la
triplicacion parcial de un fragmento del Mmul6 en el ratdbn TS puede causar por si mismo
alteraciones en la expresion de genes que estan en disomia y que podrian estar involucrados en
la homeostasis redox o en el control de la calidad proteica. Asi, este efecto también podria
contribuir al exceso de estrés oxidativo que presenta el ratén TS en el hipocampo (Corrales et
al., 2014; 2017; Shichiri et al., 2011; Parisotto et al., 2016).

En el SD, también se ha descrito una importante disfuncién mitocondrial que se asocia
al incremento de estrés oxidativo y que, por tanto, contribuye a los déficits cognitivos (Bordi et
al., 2019; 1zzo et al., 2018 Mollo et al., 2020;). En concreto, se han descrito anomalias
morfoldgicas y funcionales en las mitocondrias de fibroblastos y de cerebros de individuos con
SD, asi como en modelos experimentales de SD (Izzo et al., 2018; Piccoli et al., 2013). En este
contexto, los resultados de este estudio confirman la existencia anomalias ultraestructurales en
las mitocondrias de las CG del hipocampo del ratdbn TS. Concretamente, se observan
mitocondrias de gran tamafio y con morfologia multilobulada, asi como una desorganizacién de
las crestas mitocondriales y vacuolizacién de la matriz mitocondrial. Estos resultados sugieren

una acumulacién de mitocondrias aberrantes y/o defectuosas en las CG del ratén TS.

La eliminacion de las mitocondrias dafiadas implica la activacion de una forma especifica
de autofagia, denominada mitofagia, que esta regulada por la via de sefalizacion PINK1/Parkina.
PINK1 es una quinasa que se acumula en la membrana externa de las mitocondrias dafiadas.
Entre sus funciones, se encuentra la activacion de la Parkina, una ubiquitina ligasa E3 que afiade
una cadena corta de ubiquitinas a diversas proteinas en las mitocondrias defectuosas para iniciar
el proceso de degradacion por la via mitofagica. En cultivos primarios de fibroblastos de humanos
con SD se ha demostrado una acumulacion de mitocondrias disfuncionales debido a defectos en
la activacion de la via PINK1/Parkina (Bordi et al., 2019; Mollo et al., 2020). De acuerdo con estos
datos, en este trabajo se ha demostrado un incremento significativo en los niveles de expresion
de Pinkl en el hipocampo de los ratones TS, indicando un aumento del dafio mitocondrial en
esta estructura. Sin embargo, no se detectaron cambios en los niveles de expresion de Parkina.
Debido a que la Parkina inicia la via de la mitofagia, este desequilibrio en los niveles de expresion
de PINK1/Parkina encontrado en el hipocampo de los animales TS podria indicar una mitofagia

deficiente que daria lugar a la acumulacién de mitocondrias disfuncionales y por tanto a una
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mayor produccion de ROS en esta estructura. Ademas de los defectos en la via de
PINK1/Parkina, en el hipocampo de ratones TS también se ha descrito la hiperactivacion de la
via de sefializacion de mTOR como una de las causas de la inhibicion de la autofagia (Bordi et
al., 2019). Por dltimo, en cuanto a la disfuncion mitocondrial, de manera consistente a lo
encontrado en individuos con SD (Mollo et al.,, 2020), en este estudio se observaban
frecuentemente mitocondrias elongadas y polimorficas lo que sugiere una alteracion en la
dinamica de fusién y fision de esta organela en las CG del hipocampo de los ratones TS (Mollo
et al., 2020).

Tanto en las personas con SD como en el ratén TS, se han demostrado déficits en la
produccion energética mitocondrial desde etapas tempranas que se agravan progresivamente
con el envejecimiento (Bayona-Bafaluy et al., 2021; 1zzo et al., 2018; Piccoli et al., 2013; Valenti
etal., 2022). Por lo tanto, las anomalias ultraestructurales observadas en las mitocondrias de las
CG del hipocampo del ratén TS pueden contribuir a los déficits en la produccién de energia
necesaria para el correcto mantenimiento de procesos neuronales esenciales como la biosintesis
de neurotransmisores, la sinaptogénesis, el transporte axonal, la degradacion proteica y la

reparacion del afio en el DNA.

El desequilibrio redox producido por el aumento en la produccion de ROS vy el deterioro
de los sistemas antioxidantes da lugar a un incremento del dafio oxidativo en diferentes
biomoléculas como el DNA, los lipidos y las proteinas. En cuanto al dafio oxidativo a lipidos,
trabajos previos realizados en el ratdon TS, demuestran que la peroxidacion lipidica no afecta por
igual a todas las regiones cerebrales. Mientras que el cortex del ratbn TS muestra una mayor
tolerancia 0 una mejor respuesta ante el estrés oxidativo, el hipocampo parece ser un area mas
susceptible de sufrir peroxidacion lipidica (Corrales et al., 2017; Parisotto et al., 2016). Asi, a los
4, 6 y 12 meses de edad, el hipocampo del ratbn TS muestra un incremento de diferentes
marcadores de lipoperoxidacion como sustancias reactivas al acido tiobarbitarico, 4-
hidroxinonenal y t8isoPGF2a (Corrales et al., 2014; Parisotto et al., 2016; Shichiri et al., 2011).
De acuerdo con estos estudios, en este trabajo se demuestra un incremento de la peroxidacion
lipidica, cuantificada mediante el nUmero de focos y la intensidad de Bodipy C11, en las CG del

hipocampo de los ratones TS a los 6 meses de edad.

6.2.2. El estrés oxidativo presente en las CG del hipocampo del ratén TS induce dafio en
el DNA

En este estudio también se demuestra que, a los 6 meses de edad, las CG del hipocampo del

ratén TS presentan un incremento de focos yH2AX positivos, un marcador de DSB, la forma mas
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nociva de dafio en el DNA. Este resultado sugiere que en esta poblacion neuronal se produce un
aumento en la produccién de dafio en el DNA y/o defectos en los mecanismos reparadores de
este dafio (Casafont et al., 2011; Chang et al., 2013; Jurk et al., 2012; Sharma et al., 2016). En
las neuronas de mamiferos, las DSB se producen continuamente bajo condiciones fisiolégicas
(Casafont et al., 2011) debido principalmente a la excitotoxicidad o a los radicales libres que
tienen potencial para producir dafio oxidativo en el DNA (Chang et al., 2013; Crowe et al., 2011;
Sharma et al., 2016). Ademas, otra fuente adicional de dafio en el DNA es la actividad asociada
alatranscripcién de las topoisomerasas que producen DSB temporales (Madabhushi et al., 2015;
Suberbielle et al., 2013). Por otro lado, la actividad de las topoisomerasas abortivas también
produce lesiones en el DNA en sindromes neurodegenerativos (Gémez-Herreros et al., 2014;
Katyal et al., 2014).

Numerosos trabajos describen que el incremento de dafio en el DNA es un evento critico
en el envejecimiento del cerebro y en el desarrollo de patologias neurodegenerativas como la EA
(Chow y Herrup, 2015; Madabhushi et al., 2014; Sedelnikova et al., 2004; Shadfar et al., 2022;
Thadathil et al., 2021). En el caso del SD, donde ocurre un envejecimiento acelerado del cerebro
y un desarrollo prematuro de la neuropatologia del tipo EA, Unicamente existen estudios de dafio
en el DNA en lineas celulares periféricas o células madre pluripotentes inducidas (iPSC)
derivadas de sujetos con SD (Murray et al., 2015). En el raton TS se ha observado un incremento
de dafio oxidativo en el DNA de células satélite del musculo esquelético y de células madre de
origen hematopoyético (Pawlikowski et al., 2018; Wang et al., 2016). Sin embargo, hasta el

momento, la evaluacién del dafio en el DNA no se ha llevado a cabo en el cerebro del raton TS.

Los resultados de este estudio demuestran un incremento significativo en el nimero de
focos yH2AX positivos en las CG del ratdon TS en comparacién con los ratones euploides. Estos
focos de dafio son DSB de pequefio tamafio y se corresponden con focos de dafio transitorios
que normalmente se reparan y son eliminados en 24 horas después de la generacion de la lesién
gracias a la activacion de la DDR, tal y como se ha demostrado en estudios cinéticos de DDR
tras inducir dafio en el DNA mediante irradiacion en neuronas (Casafont et al., 2011; Olive y
Banéth, 2004; Tang et al., 2021). Sin embargo, en las CG del hipocampo del ratén TS no se
observaron grandes focos de dafio yH2AX positivos caracteristicos de roturas en el DNA de doble
cadena que no pueden ser reparados por los sistemas de reparacién de dafio y que dan lugar a
focos de dafio persistente en el nacleo celular (Mata-Garrido et al., 2016). Por tanto, a los 6
meses de edad se descarta la acumulacion de dafio en el DNA a largo plazo en el ratén TS.
Ademas, el inmunomarcaje de la histona yH2AX en las CG del hipocampo del ratéon TS y el

andlisis ultraestructural de sus nulcleos, descarta la existencia de una fragmentacion del DNA
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intranucleosomal con la formacién de cuerpos apoptéticos. De acuerdo con esta observacion,
trabajos previos no detectan un incremento en el nUmero de células apoptoéticas en el hipocampo
del raton TS, ni en estadios tempranos ni en la etapa adulta, por lo que la muerte celular
programada no parece ser el mecanismo responsable de la hipocelularidad hipocampal en este

modelo animal (Contestabile et al., 2009; Lorenzi y Reeves, 2006; Rueda et al., 2011; 2013).

En este trabajo se demuestra que las CG del hipocampo del raton TS presentan un
incremento del dafio en el DNA que no va acompafiado de la aparicion de focos de dafio persiste.
Esta observacion sugiere que esta poblacion celular tiene mecanismos de reparacion de dafio
en el DNA funcionales, aunque, probablemente, menos eficientes. Por lo tanto, a continuacion,
evaluamos la expresion génica de la histona H2AX encontrdndose un incremento significativo en
el hipocampo del ratén TS. Trabajos anteriores describen que la degradaciéon de histonas
nucleosomales en los focos de dafio induce una conformacion abierta de la cromatina para
permitir el acceso de los factores de reparaciébn del DNA (Hauer y Gasser, 2017; Price y
D’Andrea, 2013). Por lo tanto, el incremento en la expresién de H2AX en el hipocampo del ratén
TS sugiere una mayor demanda de esta histona para poder reformar y ensamblar los nuevos
nucleosomas, reparar la estructura de la cromatina y asegurar su correcto funcionamiento
después de la lesién. Siguiendo con la cascada de sefializacién de la DDR, la modificacion
postraduccional de la histona H2A mediante la adicién de una cola de ubiquitinas es un evento
esencial que permite el acceso de factores reparadores, como la 53BP1, en los focos de dafio
de doble cadena (Mailand et al., 2007; Pan et al.,, 2014). De acuerdo con lo esperado, el
hipocampo del ratén TS mostraba un incremento significativo en la expresién de H2A-ub, lo que
apoya la idea de que la reparacion del DNA es efectiva en el hipocampo de este modelo animal.
Por otro lado, la monoubiquitinizacion de H2AX en los complejos represores de polycomb
producen la heterocromatinizacion y reduccion de la actividad transcripcional de la cromatina
(Simon y Kingston, 2009), dos caracteristicas fisiopatol6gicas presentes en el nicleo de las CG
del hipocampo del TS (Puente-Bedia et al., 2021) que han sido previamente discutidos en el

primer estudio de esta tesis doctoral.

Una de las causas de la reparacién ineficiente del dafio en el DNA encontrada en esta
poblacién neuronal en los animales TS puede ser la disfuncién mitocondrial y los déficits en la
produccion de energia caracteristicos ya que la DDR es un proceso con altos requerimientos
energéticos. Se estima que la reparacién de una Gnica DSB necesita 10* moléculas de ATP para
ser reparada (Hoeijmakers, 2009; Pan et al., 2014). Por consiguiente, la disfuncién mitocondrial

podria contribuir al incremento de dafio en el DNA en las CG del hipocampo del ratén TS.
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6.2.3. El estrés oxidativo presente en las CG del ratén TS se asocia con alteraciones en

los sistemas de degradacidn intracelular: disfuncion del proteasoma

Los sistemas de degradacion intracelular son esenciales para mantener la proteostasis celular,
para eliminar organelas defectuosas y para evitar la propagacion del dafio oxidativo. Estos

sistemas de degradacion intracelular incluyen el UPS y el sistema autofagico lisosomal.

El primer lugar, este estudio demuestra alteraciones en el funcionamiento del UPS en el
hipocampo y méas concretamente en las CG del ratdon TS. En concreto, los resultados muestran
una reduccién en el nimero de factorias proteoliticas nucleares, denominadas clastosomas, una
disminucién de la actividad quimotripsina del proteasoma y la acumulacién de proteinas
poliubiquitinadas formando agregados o inclusiones citoplasméticas en las CG del raton TS.
Trabajos previos realizados en otros laboratorios han demostrado alteraciones en el
funcionamiento del UPS en lineas celulares derivadas de individuos con SD (Aivazidis et al.,
2017; Di Domenico et al., 2013; Granese et al., 2013). Ademas, mediante técnicas de proteémica
redox, se han descrito alteraciones en la proteostasis y en los perfiles de ubiquitinacién de
proteinas en el cortex prefrontal de individuos con SD (Di Domenico et al., 2013; Tramutola et
al., 2017). Por otro lado, el cerebelo del raton TS, a los 18 meses de edad, muestra una reduccion
en la actividad quimotripsina del proteasoma y la acumulacién de proteinas poliubiquitinadas y
estas alteraciones se han relacionado con la degeneracion de las neuronas de Purkinje (Necchi
etal., 2015a). Sin embargo, hasta la fecha, no hay trabajos que evalten la funcionalidad del UPS

en el hipocampo del ratén TS.

En este estudio observamos que los nucleos de las CG de los ratones CO presentaban
numerosas factorias proteoliticas o clastosomas, mientras que su presencia en el ratén TS era
muy escasa. Los clastosomas son estructuras nucleares que concentran proteasomas y
proteinas poliubiquitinadas para ser degradadas por este sistema (Carmo-Fonseca et al., 2010;
Lafarga et al., 2002; Spector, 2006). Estos centros proteoliticos son compartimentos nucleares
muy dindmicos constituidos por componentes moleculares que se ensamblan mediante
mecanismos de separacion de fases liquido-liquido (Mehta y Zhang, 2022; Yasuda et al., 2020).
En neuronas de mamiferos, los clastosomas juegan un papel esencial en la degradacion de
proteinas nucleares de vida corta como factores de transcripcion y proteinas ribosomales
necesarias para el mantenimiento de la homeostasis neuronal (Carmo-Fonseca et al., 2010;
Janer et al.,, 2006; Lafarga et al., 2002). Ademas, se ha propuesto que los clastosomas
contribuyen a la regulacion de la concentracion de proteinas nucleares activas que son sustrato

del UPS. Por lo tanto, la reduccién en el nUmero de clastosomas encontrado en las CG del ratén
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TS sugiere una disfuncion del proteasoma en el control de la proteostasis nuclear (Lafarga et al.,
2002).

Por otro lado, otro resultado importante de este estudio es el hallazgo de gran cantidad
de agregados proteicos citoplasmaticos en las CG de los animales TS en relacion a los controles.
Estos agregados podrian deberse a una redistribucion de proteinas poliubiquitinadas en las CG
del hipocampo del ratéon TS, que consistiria en un cambio desde los focos proteicos nucleares
asociados a los clastosomas a la formacion de inclusiones citoplasmaticas prominentes (Lafarga
et al., 2002). La presencia de agregados o inclusiones citoplasmaticas de proteinas dafiadas o
mal plegadas es un rasgo neuropatolégico caracteristico de algunas enfermedades
neurodegenerativas como la EA, la enfermedad de Huntington, el Parkinson o la esclerosis lateral
amiotréfica (Candelise et al., 2021; Ciechanover y Kwon, 2015; Knopman et al., 2021; Ross y
Poirier, 2004). En estas enfermedades, diversas proteinas como tau, a-sinucleina, FUS o TDP43
experimentan un comportamiento de separacion de fases aberrante que da lugar a la formacion
de agregados mediante procesos de autoensamblaje (Zbinden et al., 2020). En este contexto,
las inclusiones citoplasmaticas de proteinas ubiquitinadas observadas en las CG del hipocampo
del ratbn TS comparten ciertas caracteristicas similares a los condensados moleculares
formados por la separacion de fases liquido-liquido mencionadas anteriormente, como la forma

esférica y el hecho de carecer de membrana (Brangwynne et al., 2009; Zbinden et al., 2020).

Por tanto, la acumulacion de inclusiones citoplasméticas de proteinas poliubiquitinadas
refleja alteraciones en el funcionamiento del UPS relacionadas con el dafio oxidativo en las
proteinas celulares (Riederer et al., 2011). El exceso de estrés oxidativo produce la agregacion
aberrante de proteinas oxidadas que no pueden ser correctamente degradas por el proteasoma.
Estas proteinas dafiadas o mal plegadas dan lugar a la formacion de inclusiones citoplasmaticas
aberrantes (Candelise et al., 2021). Sin embargo, una cuestién importante que todavia no esta
resuelta es si la formacion de estas inclusiones se relaciona con del desarrollo temprano de una
neuropatologia de tipo EA, en la que el proteasoma no logra eliminar los acumulos de 3-amiloide
o los ovillos neurofibrilares constituidos por la proteina tau hiperfosforilada (Di Domenico et al.,
2013).

Por otro lado, también se ha encontrado un descenso en la actividad del proteasoma en
el hipocampo de los ratones TS, que no parece ser debido a la alteracion en la expresion de sus
subunidades. En este sentido, la actividad del proteasoma puede modularse por varios factores.
Por un lado, para su funcionamiento, el proteasoma depende de la produccién de ATP

mitocondrial (Benaroudj et al., 2003). Ademas, cuando la cantidad de proteinas oxidadas es
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moderada, el proteasoma aumenta su actividad, sin embargo, la disminuye cuando la cantidad
de proteinas oxidadas es elevada (Grune et al., 2003). Por ultimo, el incremento de péptidos B-
amiloides inhibe la actividad del proteasoma, particularmente la actividad quimotripsina (Tseng
et al., 2008). A los 6 meses de edad, el hipocampo del ratén TS presenta un incremento de
péptidos AB40 y AB42, altos niveles de oxidacion proteica y déficits en la produccién de energia
mitocondrial (Parisotto et al., 2016; Tramutola et al., 2016). En conjunto, todas estas alteraciones
neuropatoldgicas pueden estar contribuyendo al descenso encontrado en la actividad del
proteasoma (aproximadamente del 35 %). Como consecuencia, disminuyen la eliminaciéon de
proteinas anémalas, oxidadas o mal plegadas que generan un ambiente toxico para la célula y

dafian funciones esenciales para la supervivencia de las CG del hipocampo del ratén TS.

6.2.4. El estrés oxidativo presente en las CG del ratén TS se asocia con alteraciones en

los sistemas de degradacidn intracelular: disfuncién del sistema lisosomal

Por dltimo, en este estudio también se encontré que las CG del raton TS presentaban una
acumulacion de lisosomas de gran tamafio y polimorfos positivos para catepsina D. De acuerdo
con la literatura actual, tanto en individuos SD como AD, una manifestacién neuropatol6gica
temprana es la disfuncién en la clasificacién y el tr&fico de proteinas endosomales que acaba
produciendo alteraciones en el sistema lisosomal (Botté et al., 2020; de Rosa et al., 2022;
Filippone y Praticd, 2021; Jiang et al., 2019). En fibroblastos de personas con SD vy cultivos
celulares de neuronas corticales del modelo murino de SD, Ts2, se ha descrito la aparicion de
compartimentos endosomales agrandados y una gran disfuncion lisosomal (Filippone y Praticé,
2021; Jiang et al., 2019).

El exceso de estrés oxidativo ejerce un papel esencial en el deterioro de la funcién
lisosomal. Trabajos previos, realizados con espectrometria de masas, describen que algunos
productos de la peroxidacion lipidica como el 4-hidroxinonenal o el malondialdehido alteran la
funcion proteolitica de las proteasas lisosomales como la catepsina B, L y D, dando lugar a
alteraciones en la funcién de los lisosomal y a la generacién de lipofuscina (Krohne et al., 2010).
Otro trabajo realizado en cerebros de individuos con SD demuestra que la oxidacién de proteinas
gue forman parte del sistema autofagico-lisosomal contribuye a la neurodegeneracion (Di
Domenico et al., 2013). En particular, en células SD, uno de los principales efectos del incremento
de estrés oxidativo es el de favorecer la permeabilidad lisosomal causando una traslocacion de
las catepsinas del interior de los lisosomas al citoplasma celular e induciendo su activacion
aberrante (Di Domenico et al., 2016). Por lo tanto, en el SD, la activacién de la catepsina D, ya

sea por una mayor actividad o por sobreexpresion, parece ser un mecanismo compensatorio
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frente a las alteraciones en la via autofagica-lisosomal o por la acumulaciéon de agregados de
péptidos AB (Di Domenico et al., 2016).

La mayoria de los lisosomas observados en las CG del raton TS mediante microscopia
electrénica parecen corresponder a estructuras residuales que contienen gotas lipidicas. Durante
el envejecimiento neuronal, los lisosomas comienzan a mostrar alteraciones relacionadas con la
senescencia (Kurz et al., 2008) como son la formacion de cuerpos residuales lisosomales y la
acumulacion de pigmentos neurotoxicos como los granulos de lipofuscina que contienen
acumulaciones de lipidos oxidados (Jung et al., 2007). Los lisosomas de las CG del raton TS
presentan algunas de estas alteraciones asociadas a la senescencia celular. Por un lado, los
resultados mediante el marcaje con Bodipy C11 demuestran un incremento de peroxidacion
lipidica y un mayor numero de cuerpos citoplasmaticos positivos para este marcador en las CG
del hipocampo del raton TS. Estos cuerpos, presumiblemente, corresponden a gotas lipidicas
intralisosomales con un alto contenido en lipidos peroxidados que podrian afectar negativamente
al funcionamiento lisosomal. Ademas, la lipoperoxidacion contribuye a la formacion de sustancias
con un gran potencial oxidante como la lipofuscina, que dafia las biomoléculas y organelas
celulares (Jung et al., 2007; Moreno-Garcia et al., 2018). De acuerdo con esto, el citoplasma de
las CG del ratén TS muestra una abundancia de granulos de lipofuscina que no fue encontrada
en los animales control. Por tanto, el patrén ultraestructural de los lisosomas encontrado en las
células granulares del raton TS es consistente con la disfuncion lisosomal inducida por exceso
de estrés oxidativo. Esta disfuncion lisosomal podria contribuir al envejecimiento acelerado y la

neurodegeneracion presente en el hipocampo del raton TS.

Por ultimo, tanto el exceso de estrés oxidativo como la acumulacion de lipofuscina
encontrada en las CG del ratén TS son factores que inducen senescencia celular (Martinez-Cué
y Rueda, 2020a; Moreno-Garcia et al., 2018). Coincidentemente, el raton TS muestra un
incremento de la densidad de células con fenotipo senescente en distintas regiones del
hipocampo, incluyendo la capa de células granulares (Garcia-Cerro et al., 2017; Parisotto et al.,
2016; Rueda et al., 2018Db).

En resumen, los resultados obtenidos en este segundo estudio sugieren que el estrés
oxidativo podria ser responsable de numerosas alteraciones de las CG hipocampales del raton
TSy, por tanto, contribuir a los déficits cognitivos encontrados en estos animales desde etapas

tempranas del desarrollo y que se agravan con la edad.
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Conclusions

The findings presented in this Thesis suggest the following conclusions:

Study I.

The partial triplication of Mmul6 in the TS mouse induces alterations in the nuclear architecture

of the hippocampal CGs, affecting nuclear compartments involved in transcription and pre-rRNA

and pre-mRNA processing. Specifically:

1.

The excess gene dosage of TS mice affects their 3D genome organization in their
hippocampal GCs. These alterations induce changes in gene positioning and chromatin

interactions that result in a decrease in the nuclear size of these cells.

The excess gene dosage in the GCs of TS mice causes epigenetic modifications of
chromatin structure, leading to increased heterochromatinization and a global reduction of
transcription in this neuronal population.

Chromosomal rearrangement produces changes in the location of NORs and alters the
pattern of nucleolar fusion, increasing the number of nucleoli per cell and the expression
of nucleolin in the GCs of TS mice. However, the production of the mature rRNAs that form
the pre-ribosomal particles is preserved.

The nuclear reorganization of GCs causes a decrease in the number of Cajal bodies, a

defective assembly, and alterations in the function of this organelle.

Together, these nuclear alterations caused by an extra copy of a fragment of Mmu16 could

play an important role in the hypocellularity and the neuromorphological or functional alterations

of the hippocampal GCs contributing to the cognitive deficits found in TS mice.

Study II.

At 6 months of age, the TS mouse shows oxidative stress-associated alterations in different

cellular components of hippocampal GCs implicated in the maintenance of neuronal homeostasis.

1.

Regarding the oxidative profile, increased oxidative stress in the hippocampus of the TS
mouse is partially due to altered expression levels of components of the antioxidant system
such as the SOD-1 protein and the Nrf2 gene favoring the accumulation of ROS in this

structure.

Oxidative stress causes increased lipid peroxidation in hippocampal GCs of TS mice. This
neuronal population display a high number of Bodipy C11 positive bodies that correspond

to lipid droplets containing peroxidized lipids.
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3. TS hippocampal CGs show mitochondrial morphological abnormalities related to increased
oxidative stress damage. In addition, the hippocampus of TS mice presents an imbalance
in the expression levels of Pinkl and Parkin which may indicate a defective mitophagy
probably inducing accumulation of damaged mitochondria that produce a high generation

of ROS in this neuronal population.

4. Increased oxidative stress accelerates the accumulation of DNA damage foci in TS GCs.
The functioning of DNA damage response seems to be effective but, probably, slower in

the TS hippocampus.

5. Increased oxidative stress induces alterations in the proteasome of GCs including a
reduction of the nuclear proteolytic factories and the chymotrypsin-like activity, as well as

the accumulation of ubiquitinated proteins in cytoplasmic aggregates.

6. Oxidative stress induces lysosomal alterations in the GCs of TS mice. Patrticularly, TS GCs
show a higher number, larger and polymorphic cathepsin D-positive bodies as well as
polymorphic lysosome-related bodies with a heterogeneous internal structure that contain,

lipid droplets of cytotoxic peroxidation products.

Collectively, these oxidative stress-associated alterations found in the hippocampus and
in the GCs of TS mice may compromise proper neuronal function in young mice and promote
cellular senescence, accelerated aging, and the early neuropathological manifestation of AD,
contributing to the progression of the hippocampal learning and memory deficits present in TS

mice.
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Abstract: Down syndrome (DS) or trisomy of chromosome 21 (Hsa21) is characterized by impaired
hippocampal-dependent learning and memory. These alterations are due to defective neurogenesis
and to neuromorphological and functional anomalies of numerous neuronal populations, including
hippocampal granular cells (GCs). It has been proposed that the additional gene dose in trisomic
cells induces modifications in nuclear compartments and on the chromatin landscape, which could
contribute to some DS phenotypes. The Ts65Dn (TS) mouse model of DS carries a triplication of
92 genes orthologous to those found in Hsa21, and shares many phenotypes with DS individuals,
including cognitive and neuromorphological alterations. Considering its essential role in hippocam-
pal memory formation, we investigated whether the triplication of this set of Hsa21 orthologous
genes in TS mice modifies the nuclear architecture of their GCs. Our results show that the TS mouse
presents alterations in the nuclear architecture of its GCs, affecting nuclear compartments involved in
transcription and pre-rRNA and pre-mRNA processing. In particular, the GCs of the TS mouse show
alterations in the nucleolar fusion pattern and the molecular assembly of Cajal bodies (CBs). Further-
more, hippocampal GCs of TS mice present an epigenetic dysregulation of chromatin that results
in an increased heterochromatinization and reduced global transcriptional activity. These nuclear
alterations could play an important role in the neuromorphological and/or functional alterations of
the hippocampal GCs implicated in the cognitive dysfunction characteristic of TS mice.

Keywords: Ts65Dn; hippocampus; Down syndrome; nucleolus; Cajal body; chromatin; NORs

1. Introduction

Down syndrome (DS), the most frequent genetic cause of cognitive dysfunction [1]
is caused by a partial or complete triplication of the human chromosome 21 (Hsa21). To
study the mechanisms implicated in the neurobiological and cognitive alterations found in
DS and to develop therapeutic approaches to reduce or prevent these impairments, several
mouse models of DS, trisomic for different sets of Hsa21 orthologous genes, have been
generated [2-5]. Among them, the Ts65Dn mouse (TS) harbors a translocation of a segment
of Mmu16 that contains 92 genes orthologous to those found in the Hsa21 [2,6]. It also
exhibits numerous neuroanatomical, neurochemical, and behavioral DS phenotypes similar
to those found in individuals with DS [3-5].
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In DS and in the TS mouse, hippocampal-dependent learning and memory is particu-
larly affected due to anatomical and functional alterations of this structure [3,7]. Reduced
hippocampal volume is associated with a smaller density of hippocampal granular cells
(GCs) [8-10]. This hypocellularity is mainly caused by alterations in pre- and post-natal
neurogenesis [7,8,10]. In addition to hypocellularity, abnormal dendritic tree arborization,
spine density and morphology, and synaptic density and connectivity have also been found
in the granular cell layer (GCL), further altering proper hippocampal function [11-14].

The cell nucleus is organized into structural and functional compartments involved in
transcription, DNA replication and repair, and RNA processing. They include chromosome
territories, the distinct nuclear sub-volumes occupied by each interphase chromosome, and
the interchromatin region, which contains several nuclear structures with roles in gene
expression and RNA processing, such as the nucleolus, Cajal bodies, and nuclear speckles
of splicing factors [15-18].

Chromosome territories are nonrandomly arranged within the interphase nucleus,
and a precise 3D organization of the genome is required for establishing cell-specific
gene expression programs [16,19]. Underscoring the closely intertwined relationship
between genome topology and gene regulation, alterations of the nuclear architecture that
perturb intrachromosomal and interchromosomal interactions can disturb gene expression
and lead to diseases [19]. Chromosome territories include domains of transcriptionally
silenced heterochromatin, which harbor specific proteins and histone repressive marks
(H3K9me, H4K27me3; H4K20me3), as well as transcriptionally active euchromatin enriched
in acetylated nucleosomal histone marks and components of the transcription machinery.

The nucleolus is an archetype of nuclear compartment that is assembled around rDNA
sequences called nucleolar organizer regions (NORs), where repeated rRNA genes are
arranged in tandem [20-22]. Each ribosomal gene transcription unit encodes for three
categories of mature rRNAs, 28S, 185 and 5.8S, produced from a single 475 rRNA precursor
which is transcribed by RNA polymerase I activity (RNA pol I). The nucleolus is the site of
ribosome biogenesis, where pre-rRNA synthesis, pre-rRNA processing, and the assembly
of pre-ribosomal particles takes place [15,21,23,24].

Because of the essential role of the nucleolus in sustaining the protein synthesis
machinery in developing and mature neurons, alterations in its structure and/or function
can disrupt neurodevelopment, and may also be involved in the pathophysiology of
several neurodegenerative disorders, including cerebellar ataxias, Alzheimer Disease (AD),
Parkinson’s disease, and spinal muscular atrophy (SMA) [25-29].

Cajal bodies (CBs) are dynamic nuclear structures of the interchromatinic region,
discovered in mammalian neurons by Cajal [18,30-33]. They concentrate coilin, a struc-
tural protein and molecular marker of CBs, the survival of motor neuron (SMN) protein,
spliceosomal small nuclear ribonucleoproteins (snRNPs), small nucleolar RNAs (snoR-
NAs) and CB-specific snRNAs (scaRNAs). Moreover, like the nucleolus, CBs contain
fibrillarin, a protein involved in pre-rRNA processing [18,30,32]. Current conceptions
of CBs assembly support the view that they form on active histone and U snRNAs or
snoRNA gene loci, and that this CB-dependent gene positioning contributes to genome
organization [33,34]. CBs are transcription-dependent nuclear compartments essentially
involved in the biogenesis of spliceosomal snRNPs which are required for pre-mRNA
processing in the spliceosome [32,35,36]. In mammalian neurons, the CB number positively
correlates with neuronal mass and transcriptional activity [37,38]. Depletion of CBs, in
neurodegenerative diseases such as SMA, perturbs pre-mRNA splicing, and contributes to
the pathophysiology of the disease [29,39].

Recent advances in genomics and epigenomics reveal that the 3D spatial organization
of the genome contributes to the regulation of gene expression through complex long-range
intrachromosomal and interchromosomal interactions, which are often mediated by the
formation of chromatin loops. In particular, newborn maturing postmitotic mammalian
neurons that exit from cell cycle must acquire, in the early G1/GO phase, the stable 3D
genome organization characteristic of each neuronal type. This includes chromosome
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movements to achieve the spatial rearrangement of chromosome territories, the spatial
tethering of NORs sequences of rDNA resulting in nucleolar fusion, and the acquisition of
the epigenetic pattern of chromatin configuration with the specific heterochromatin (tran-
scriptionally repressed) and euchromatin (transcriptionally active or poised for activation)
pattern domains [21,40,41].

In this context, it has been demonstrated that the extra Hsa21 causes a displacement
and higher compaction of other chromosome territories in trisomic cells [42]. In addition,
the supernumerary Hsa21 or Mmul6 fragment also creates gene expression dysregulation
domains and modifies the histone mark profiles in DS and TS cells [43]. Significantly,
in the TS mouse, analysis of the gene expression in different organs including the brain
has revealed that while some of the triplicated genes are overexpressed others are down-
regulated or kept below normal levels of expression [44,45], suggesting the presence of
additional tissue-specific regulatory mechanisms [44]. Finally, in addition to the altered
expression of trisomic genes, the excessive gene dosage in DS also dysregulates the global
transcription of other disomic genes [43,46-49]. Thus, the genomic dose imbalance causes a
complex regulation of gene expression and epigenetic alterations, such as DNA and histone
modifications, which have been implicated in several DS phenotypes such as memory
impairment, premature aging, and neurodevelopmental defects [5,50].

Because of its essential role in hippocampal learning and memory, alterations in the 3D
reorganization of the genome and/or in the nuclear structure and function of hippocampal
GCs could contribute to the neuromorphological or functional alterations observed in this
neuronal population. In particular, these alterations may be implicated in the cognitive
dysfunction that the TS mouse presents. The aim of this study is to analyze the effect that
the 3D reorganization of the genome induced by the partial trisomy of Mmu16 in the GCs
of the TS mouse has on the nuclear size and organization of the nuclear compartments
involved in transcription and mRNA and rRNA processing. We will primarily focus on
(I) the epigenetic changes in chromatin structure and its potential influence on global
transcriptional activity, (II) the reorganization of NORs, and its effect on the fusion pattern
of nucleoli, and (IIT) the behavior of CBs.

2. Results
2.1. Reduced Nuclear Size and Increased Heterochromatinization Are Nuclear Features in TS GCs

The impact of alterations in the 3D-organization of chromosomes and their associated
changes in the epigenetic programs in GCs was studied in TS mice. First, we analyzed
variations in the nuclear size and the heterochromatin compartment. Dissociated neuronal
preparations of the dentate gyrus GCL from wild-type (hereafter referred to as control)
mice co-stained with DAPI and propidium iodide, two cytochemical markers for DNA
and RNA, respectively, revealed the well-preserved morphology of whole GC perikarya.
Thus, the cell nucleus showed several prominent masses of condensed heterochromatin
and appeared to be surrounded by a narrow RNA-rich cytoplasmic band stained with
propidium iodide (Figure 1A).
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Figure 1. GCs of TS mice show reduced nuclear size and increased heterochromatinization.
(A) Representative example of dissociated dentate gyrus GCs from a control mouse co-stained
with DAPI (DNA staining) and propidium iodide (PI, RNA staining). Note the well-preserved
neuronal perikarya, illustrating the concentration of RNA in the cytoplasm and nucleoli, and the
prominent heterochromatin clumps counterstained with DAPI. (B,C) Histone H4K20me3 immunola-
beling of dissociated GCs from control (B) and TS mice (C). Note the higher nuclear fluorescent signal
of this trimethylated histone in TS GCs. Scale bars: 5 pm. (D) Morphometric analysis of the nuclear
size and the nuclear surface area occupied by histone H4K20me3-positive clumps in control and TS
GCs. Partial trisomy in TS mice associates with a reduction of nuclear size and a parallel increase
of repressive heterochromatin domains. (E) Up-regulation of histone H4K20me3 expression in the
hippocampi of TS mice relative to control animals as shown by Western blotting. GAPDH was used
as loading control. (F) RT-qPCR determination of Mecp2 and H1f0 gene expression in hippocampal
RNA extracts from control and TS mice. Both genes are up-regulated in the TS mice. (D-F): Data is
presented as means + SEM of three independent experiments. (G,H) Electron micrographs of GCs
from control (G) and TS (H) mice. Note the prominent heterochromatin clumps in TS GCs. Scale bar:
5 um. *: p <0.05, **: p < 0.01. C = control mice; TS = Ts65Dn mice.
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Next, we performed immunolabeling for the repressive histone modification H4K20me3,
a heterochromatin marker, which is involved in gene silencing and also contributes to the
cellular senescence program [51-53]. As is illustrated in Figure 1B,C, the GCs of TS mice
exhibited a clear increase of the heterochromatin regions immunolabeled for the histone
H4K20me3 relative to control neurons. Morphometric measurements of the nuclear surface
area of control and TS GCs on histone H4K20me3 immunostained preparations revealed
a significant reduction of nuclear size, a parameter related to the heterochromatinization
level and transcriptional activity [54,55], in TS mice when compared with control animals
(Figure 1D). Consistent with the reduction of the nuclear size, morphometric estimation
with Image-]J software (NIH, USA) of the total nuclear area occupied by H4K20me3-positive
chromatin regions confirmed a significant increase of heterochromatin in the GCs from
TS mice as compared with control mice (Figure 1D). The upregulation of the amount of
histone H4K20me3 in hippocampal tissue lysates from TS mice relative to control animals
was validated by Western blotting (Figure 1E).

Moreover, the expression levels of two genes, Mecp2 and HIf0, encoding methyl-
CpG-binding protein 2 (MeCP2), which has a great affinity for methylated DNA, and the
H1.0 linker histone, respectively, were significantly increased in the hippocampal RNA
extracts from TS mice relative to control animals (Figure 1F). Interestingly, both abundant
nuclear proteins are important for the maintenance of higher-order chromatin structure,
particularly of heterochromatin domains [56,57]. In this line, electron microscopy analysis
of the GCL confirmed the higher abundance of heterochromatin clumps in the tightly
packed GC nuclei from TS mice (Figure 1G,H).

2.2. Chromatin Reorganization in TS GCs Induces a Decrease in Global Transcription Rate

After establishing that the reorganization of the genome architecture in TS GCs is
accompanied by increased heterochromatinization, we investigated the impact of these
chromatin changes on global transcriptional activity. We analyzed the lysine acetylation
pattern in the nucleosomal histone H4 as a marker of “open” transcriptionally active chro-
matin [58]. The immunostaining for the acetylated histone H4 showed a higher intensity of
fluorescent signal in control GC nuclei than in TS ones (Figure 2A,B). Densitometric analy-
sis of signal intensities with Image] software (NIH, USA) confirmed the reduction of this
acetylated histone H4 in TS GC nuclei relative to control nuclei (Figure 2C). Moreover, the
significant reduction of acetylated histone H4 levels in TS mice was validated by Western
blotting of hippocampal lysates (Figure 2D).

To determine the global transcriptional activity, we performed an in situ transcrip-
tion assay based on the incorporation of 5'-FU into nascent RNA 45 min after the in-
traperitoneal injection of this halogenated nucleotide precursor. The incorporation pattern
of 5'-FU showed the typical nuclear punctate pattern, corresponding to transcription
factories [59,60], in addition to a diffuse nucleoplasmic signal (Figure 2E,F). Densitomet-
ric analysis of 5'-FU fluorescent signal in confocal images of the total nuclear surface
area revealed a significant increase in control GC nuclei as compared with TS GC nuclei
(Figure 2G), supporting a reduced transcription rate in TS GCs.
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Figure 2. Global transcription rate is reduced in the GCs of TS mice. (A,B) Nuclear immunostaining of the acety-
lated histone H4 in dissociated GCs from control (A), and TS (B) mice. This acetylated histone appears diffusely dis-
tributed throughout the nucleus, excluding the nucleolus, with a higher intensity of fluorescent signal in control GCs.
Scale bars: 5 um. (C) Densitometric analysis reveals a significant increase of acetylated histone H4 signal intensity in
control GC nuclei as compared with TS ones. (D) Down-regulation of acetylated histone H4 expression in the hippocampi
of TS mice relative to control animals as shown by Western blotting. GADPH was used as loading control. (E,F) In situ
transcription assay with 5’-fluorouridine illustrates the nuclear incorporation of this halogenated precursor into nascent
RNA from control (E), and TS (F) GCs. Note the higher abundance of microfoci of high fluorescent signal intensity of RNA
(transcription factories) in control GC nuclei. Scale bars: 5 pum. (G) Densitometric analysis reveals a significant increase of
5'-fluorouridine incorporation signal intensity in control GC nuclei as compared with TS ones. C, D, G: Data is presented
as means + SEM of three independent experiments. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001. AcH4 = acetylated histone H4;
C = control mice; 5'-FU = 5'-fluorouridine; TS = Ts65Dn mice.

Next, we investigated whether the reduction of transcription was accompanied by a
reorganization of the translation machinery in the GC cytoplasm from TS mice. As an initial
cytochemical approach, we observed an apparent decrease in the cytoplasmic RNA signal
with the propidium iodide staining for nucleic acids, suggesting a reduced cytoplasmic
availability of mRNAs for translation (Supplementary Figure S1).
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2.3. The Reorganization of Chromosomes in TS GCs Is Associated with Reduced Nucleolar Fusion,
Resulting in a Higher Number of Nucleoli

Since the DS trisomy involves positional changes in the 3D-organization of the genome,
presumably affecting the NOR-containing chromosomes, we investigated the impact of
this genome rearrangement on the behavior of nucleoli in TS GCs. It is well known that
post-mitotic mammalian neurons start with several small nucleoli which fuse together and
generally form only one or two larger ones [37,40]. In the case of post-mitotic mouse GCs,
they are diploid with six NOR-bearing chromosomes [21]. When GC precursors leave the
last telophase and enter a quiescent GO state, they may initially form multiple nucleoli, one
for each NOR, before starting nucleolar fusion events during GC differentiation.

The mean number of nucleoli per nucleus in mature GCs was estimated in dis-
sociated GCs immunostained for nucleolin, an abundant nucleolar protein that inter-
acts with rDNA and pre-rRNA and is involved in the spatial organization of rDNA
arrays [24,26,61]. Nucleolin immunostaining revealed small and round-shaped nucle-
oli in both control and TS GCs, which are commonly associated with large masses of
perinucleolar heterochromatin, intensely counterstained with DAPI (Figure 3A,B). Im-
portantly, the number of nucleoli was significantly higher in TS GCs than in control
ones (Figure 3A,B,E). According with the essential role of nucleolin in nucleolar assem-
bly [61,62], this increase in the average number of nucleoli per GC was accompanied by a
moderate increase in the expression level of Ncl gene in RNA extracts of the hippocampi
from TS mice (Figure 3E). However, non-significant changes in the expression of nucle-
olin protein were observed in TS mice hippocampi as compared with control samples
(Supplementary Figure 52). Ag-NOR protein staining for rDNA sites [22] confirmed the
increase in the number of nucleoli in GCs from TS mice (Figure 3C,D,F). Moreover, this
Ag-staining procedure distinguished two types of nuclear bodies: typical sharply defined
nucleoli, where active NORs are concentrated [22], and between one and three smaller
foci, which corresponded to extranucleolar rDNA sites (Figure 3C,D). The number of
the Ag-stained foci increased significantly in TS GCs as compared with control neurons
(Figure 3F). The augmentation in the number of both nucleoli and Ag-stained foci supports
the hypothesis that the nucleolar fusion pattern is altered in TS GCs.

Ultrastructural analysis of nucleoli from both control and TS GCs showed a small
size, rounded morphology, and a compact configuration with a predominant granular
component (Figure 3G,H). Nucleolus associated domains (NAD) enriched in repressive
heterochromatin were prominent in both TS and control GCs (Figure 3G,H).

2.4. The Nuclear Reorganization in GCs of the TS Mouse Results in Reduced CB Number and
Coilin Redistribution

Given that CBs are transcription-dependent nuclear compartments involved in essen-
tial nuclear functions, particularly in pre-mRNA and pre-rRNA processing [18,31-33,35],
we investigated the behavior of these nuclear bodies in GCs of the TS mouse. First,
in dissociated GCs from control and TS mice, we estimated the CB number in prepa-
rations immunostained for coilin, a CB marker, counterstained with propidium iodide
(Figure 5A-F). A significant decrease in the mean number of CBs per GC was detected in TS
mice when compared with control animals (Figure 5G). Moreover, a fraction of GCs from
the TS mice, approximately 12%, showed perinucleolar caps or “rossetes” of coilin [29]
instead of typical spherical CBs, whereas this relocalization of coilin was only found in
about 2% of control GCs (Figure 5G). No significant differences in the expression level of
coilin mRNA were detected by RT-qPCR between control and TS mice in RNA extracts
from the hippocampi (Figure 5G), suggesting a redistribution of coilin protein in trisomic
mice rather than a downregulation of Coil gene expression.
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Figure 3. Trisomy causes an increase of nucleoli and Ag-NORs number in the GCs of TS mice.
(A,B) Nucleolin immunolabeling counterstained with DAPI of dissociated GCs from control (A), and
TS (B) mice. Note the apparent increase in the number of nucleoli in TS GCs. (C,D) Dissociated GCs
from control (C), and TS (D) mice stained with the silver nitrate procedure for Ag-NOR proteins.
Whereas large silver-impregnated spots correspond to Ag-NOR-containing nucleoli, the smaller foci
(insets) belong to extranucleolar Ag-NORs. Scale bars: A-D: 5 um. (E) The quantitative analysis of the
mean number of nucleolin-positive nucleoli per GC shows an increase in TS GCs relative to control
ones. This significant rise in the number of nucleoli correlates with a parallel increase in the expression
levels of NcIl mRNA. (F) The quantitative analysis of the distribution of Ag-NORs in nucleoli and
extranucleolar tiny foci reveals an increase in both the number of nucleoli and extranucleolar Ag-
NOR foci in TS GCs. E and F: Data is presented as means + SEM of three independent experiments.
(G,H) Electron micrographs of nucleoli (No) from control (G), and TS (H) GCs surrounded by
prominent masses of perinucleolar heterochromatin (hc). Both nucleoli exhibit a predominance of the
granular component (G). F: fibrillar component. Scale bar: 1 um. *: p < 0.05, **: p < 0.01. Ag-NORs
= argyrophilic nucleolar organizer regions; C = control mice; G = granular component; F = dense
fibrillar component; hc = heterochromatin; No = nucleolus; TS = Ts65Dn mice.



Int. . Mol. Sci. 2021, 22, 1259

9 of 20

| Control IBTS

1507

~ rRNA
relative expression

A 458 18S-5°J 18S

150 7

100

50+

~RNA
relative expression

B 458 28S-5'J 288

150

1007

~ mRNA
relative expression

0
C Fbn1 Ubft Npm

Figure 4. Ribosomal and nucleolar proteins genes expression is preserved in the GCs of TS mice.
(A,B) RT-gPCR of the expression levels of pre-rRNA 455, 185 5" and 28S 5’ junction precursors
and mature 185 and 28S rRNAs in hippocampal RNA extracts from control and TS mice. Non-
significant changes in all studied categories of rRNAs were detected in TS mice as compared to
wild-type. (C) Expression levels of Ubtf, Npm1, and Fbnl mRNAs encoding three key nucleolar
proteins, UBF, nucleophosmin, and fibrillarin. Non-significant differences between control and TS
samples were observed in the three mRNAs analyzed. Data is presented as means + SEM of three

independent experiments.
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Figure 5. The GCs of TS mice present reduced CB number and coilin redistribution. (A-F) Co-
staining for coilin, for demonstration of CBs, and PI, for the RNA-rich structures, in dissociated GCs
from control (A-C), and TS (D-F) mice. Note the apparent reduction of CBs in TS GCs relative to
control ones. Scale bars: 5 pm. (G) Quantitative analysis of the mean number of CBs per GC and
the proportion of GCs containing coilin-positive perinuclear caps (“rossetes”). TS GCs exhibit a
significant reduction of CBs and a significant parallel increase of perinuclear “rossetes”. This nuclear
reorganization of coilin in TS GCs was not associated with significant changes in the expression level
of the Coil gene. Data is presented as means + SEM of three independent experiments. (H,I) Double
immunolabeling for coilin and TMG-cap (a marker of spliceosomal U snRNAs) reveals the typical
colocalization of coilin and splicing factors in CBs and the absence of any detectable TMG-cap signal
in the coilin-positive perinucleolar caps. Scale bars: 5um. (J,K) Immunogold electron microscopy
for the detection of coilin in typical CBs (J, scale bar: 250 nm) and a perinucleolar cap (arrow heads
in panel K, scale bar: 500 nm). Insets illustrate the confocal microscopy counterpart of a double
immunofluorescence for coilin and TMG-cap in GC nuclei. *: p < 0.05, **: p < 0.01. C = control mice;
CB = Cajal body; No = nucleolus; PI = propidium iodide; TS = Ts65Dn mice.

Next, to determine the presence of spliceosomal snRNPs in CBs we performed double
immunolabeling for TMG-cap, which recognizes the 5’ cap of spliceosomal snRNAs, and
coilin. Whereas both molecular constituents colocalized in typical CBs from both control and
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TS mice, indicating that they are canonical CBs, the fluorescent signal of TMG-cap was very
weak or absent in perinucleolar rossetes (Figure 5H-K insets). Finally, the localization of
coilin in CBs and perinucleolar rosettes was confirmed by immunogold electron microscopy
which illustrated the distribution of coilin in the coiled threads of typical CBs from control
mice (Figure 5]), and in perinucleolar caps from TS mice (Figure 5K).

3. Discussion

Our results indicate that the partial trisomy of a segment of Mmu16 in TS mice in-
duces important changes in the nuclear architecture of GCs, particularly in the nuclear
compartments involved in transcription and pre-rRNA and pre-mRNA processing. This
nuclear reorganization of GCs influences: (I) the epigenetic regulation of chromatin struc-
ture and function, with increased heterochromatin and a global reduction of transcription,
(IT) the nucleolar fusion pattern, with increased number of nucleoli, and (III) the molecular
assembly of the CBs involved in pre-mRNA splicing.

Notwithstanding the influence of the dosage imbalance of gene expression in this
mouse model of DS [64], we propose that the triplication of a large segment of Mmu16 into
the genome of GCs affects per se their 3D genome organization. This could result in physical
alterations in both gene positioning and the intrachromosomal and interchromosomal inter-
actions mediated by chromatin loops. Given the closely intertwined relationship between
genome topology and gene regulation, changes in the gene positioning and chromatin
interactions in DS trisomy could lead to altered gene expression, resulting in a global
downregulation of transcription observed here in the TS GCs. This effect may contribute to
the neuromorphological and functional alterations found in the hippocampal GCs [8,12-14].
The alterations in the nuclear architecture of TS GCs should occur during maturation, when
postmitotic neurons undergo a spatial reorganization of chromosomes in order to achieve
the specific 3D nuclear architecture of differentiated mature neurons [41]. Thus, the estab-
lishment and maintenance of neuron-specific gene expression programs in hippocampal
GCs allow for their specialized functions, such as the processing of information and the
formation of memories.

The hippocampal GCs of the dentate gyrus have a small nucleus with prominent
heterochromatin masses of transcriptionally repressed heterochromatin and compact small
nucleoli [65]. The reduction of nuclear size in TS GCs is consistent with their increased
heterochromatin domains and reduced global transcription. Nuclear size has been posi-
tively correlated with DNA content and global transcription rate [37,54,66]. Interestingly,
a reduction of both nuclear size and RNA synthesis has been reported in differentiating
neuronal progenitors in the absence of the methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2) [66].
This protein recognizes unmethylated and methylated regions of the genome and, act-
ing as an epigenetic regulator of gene expression, can both repress and activate specific
genes depending on the context [67]. In agreement with the close relationship between
epigenetic regulation of chromatin and nuclear size in TS GCs, we found that increased
levels of histone H4K20me3, a marker of repressive heterochromatin domains [52,53], and
decreased expression of acetylated histone H4 both correlated with reduced nuclear size.
Moreover, two genes, Mecp2 and H1f0, involved in the organization of heterochromatin are
upregulated in the hippocampi of TS mice [56,57,67]. In this context, chromatin compaction
in heterochromatin should reduce the nuclear subvolume occupied by chromosome territo-
ries, leading to decreased nuclear size, as has been reported in some neurodegenerative
disorders such as SMA [55].

The global reduction of the transcription rate in TS GCs detected with the in situ 5'-FU
transcription assay is noteworthy. The decreased incorporation of 5'-FU into nascent RNA
clearly occurs in active euchromatin domains, supporting the fact that downregulated
genes mainly correspond to protein coding genes. However, the contribution of chromatin
non-coding genes cannot be ruled out. Consistent with the run-on transcription assay, we
have detected a reduction of the acetylated histone H4, a marker of “open” transcriptionally
active euchromatin [58], by immunofluorescence and Western blotting.
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Despite the high complexity of gene expression in aneuploid mammalian cells, a
common feature is decreased proliferative capacity [64]. In particular, mouse embryonic
fibroblasts trisomic for Mmu1l6 show an upregulation of the genes involved in the cellular
stress response, and downregulation of cell cycle transcripts, including mitosis, DNA
replication, and chromosome segregation [64]. This transcriptional response can impact the
neurogenesis of hippocampal GCs resulting in the reduction of mature neurons previously
reported in the TS mouse model of DS [8,68].

Regarding the particular impact of the Mmul6 trisomy on global gene expression in
the central nervous system, Kahlem et al. [44] reported increased transcripts in the majority
of trisomic genes in the cerebral cortex and cerebellum of TS mice, supporting an upreg-
ulation which is proportional to the gene copy number. However, some trisomic genes
are downregulated, suggesting the participation of additional regulatory mechanisms [44].
Beyond the expression levels of trisomic genes in the TS mouse, which represents a small
fraction of the mouse genome, our results support a global reduction of transcriptional
activity. We propose that two factors are essential in this transcriptional response. First,
the changes in nuclear architecture and gene positioning induced by Mmu16 trisomy may
disturb normal gene interactions, resulting in a downregulation of gene expression [19]. For
example, downregulation of several disomic genes implicated in the survival and mainte-
nance of neuronal pathways has been found in CA1 pyramidal neurons of TS mice. Second,
a common feature of aneuploid mammalian cells is the altered regulation of cellular stress
response genes [64]. In this regard, it is well known that cellular stress commonly induces
a genome-wide transcriptional repression of thousands of RNA pol II activity-dependent
genes, excluding stress-related genes that are upregulated [69].

Additionally, the altered expression of several orthologous Hsa21 genes, triplicated
in the TS mouse, may contribute to increased heterochromatinization, or the decrease in
global transcription found in the GCs of this mouse model. Among them, Hics catalyzes
the biotinylation of some histones and induces chromatin condensation and the repression
of genes [70,71]. Other triplicated genes such as Dyrk1A and Runx1 codify proteins that
may alter the epigenetic architecture of the nucleus [72,73].

In relation to the nucleolar behavior of GCs from the TS mouse, the increase in the
number of nucleoli is remarkable. Two important factors may influence the determination
of the number of nucleoli in maturing GCs: the number of NORs, and the nucleolar
fusion pattern. In eukaryotic cells, beginning at telophase, the transcription of rRNA genes
resumes and nucleoli start to reform around individual NORs, initially forming multiple
nucleoli. They fuse together, resulting in the assembly of one or a few larger mature
nucleoli, each containing several NORs [21,24,40]. In euploid mice there are six NOR-
bearing acrocentric chromosomes (12, 15, 16, 17, 18, 19), and their NORs are positioned
close to telomeres [21]. Interestingly, while the triplication of Hsa21 provides an additional
NOR in DS, the trisomic Mmul6 segment of the TS mouse does not include an additional
NOR [74]. Therefore, the increase in TS GC nucleoli is independent of the presence of a
supernumerary NOR.

Regarding nucleolar fusion, its cellular and molecular mechanisms are not well known,
but there is evidence that this cellular process must involve an important spatial reorgani-
zation of NOR-bearing chromosomes within the nucleus [21]. Indeed, cell-life experiments
in human cells during the early G1 phase have shown ATP-dependent chromosome dis-
placements of 3-5um, and also that nucleoli usually independently move away from each
other [75,76]. However, pairs of nucleoli coordinate and slow down their movements when
they are to be fused. Taking into consideration that nucleolar rDNA arrays are physically
tethered to chromatin fibers of NOR-bearing chromosomes, nucleolar motion must lead
to local spatial reorganization of chromatin [76]. Moreover, it has been proposed that the
nucleoplasm viscosity around the nucleolus, as well as the interaction of the nucleolus with
the surrounding chromatin, sets the time scale for nucleolar fusion kinetics [76].

In this context, we propose that partial trisomy-associated alterations in nuclear
architecture and the epigenetic state of chromatin in differentiating TS GCs interferes with
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the normal pattern of nucleolar fusion, resulting in an increase in the number of nucleoli. In
addition to rRNA transcription, nucleolin plays a key role in nucleolar assembly [61,62,77].
We suggest that the preserved expression of nucleolin mRNA and protein may contribute to
the maintenance of an elevated number of nucleoli in mature TS GCs. Moreover, although
nucleolin is a multifunctional protein with a predominant nucleolar localization, there is a
nucleoplasmic pool [26,78] which could potentially be involved in the biogenesis of the
supernumerary nucleoli.

Importantly, whereas most large size mammalian neurons are mononucleolated, small
size neurons with lower transcriptional activity tend to be multinucleolated. This sug-
gests a negative correlation between transcriptional activity and the number of nucleoli in
mammalian neurons [37,38]. It is thought that the presence of a single nucleolus allows
the concentration of active ribosomal genes and the molecular machinery for rRNA tran-
scription and processing in a unique nucleolar domain, which potentially enhances the
molecular interactions required for nucleolar activity.

Supporting the hypothesis of the spatial reorganization of NOR-bearing chromosomes
in trisomic GCs, we have found changes in the normal distribution of Ag-NORs stained
with a silver nitrate procedure that recognizes some argyrophilic proteins associated with
rDNA arrays [21,22]. In addition to the presence of typical Ag-NORs associated with
nucleoli [21], we observed a significant increase of smaller extranucleolar foci of Ag-
NORs, suggesting that partial Mmul6 trisomy induces positional changes in some NOR-
bearing chromosomes.

Our results show non-significant changes in the expression of both 45S pre-rRNA
and mature 185 and 28S rRNAs in hippocampal TS mice compared with control ones,
suggesting that ribosomal gene transcription is preserved in TS GCs. Consistent with these
findings, no variations in the expression of genes encoding three key nucleolar proteins,
UBE, fibrillarin and nucleophosmin, were found between control and TS hippocampal RNA
extracts. The maintenance of ribosomal gene transcription in TS GCs may reflect a reactive
response of the nucleolus to the global reduction of the transcription of protein-coding
genes, in an attempt to preserve ribosome biogenesis and translational activity. A similar
reactive compensatory nucleolar response has been reported in (i) SMA spinal motor
neurons, (ii) sensory ganglion neurons under experimental conditions of proteotoxic stress
and (iii) certain neuronal populations from AD patients [27,29,79]. It is also noteworthy
that the increase in the number of nucleoli in TS GCs does not correlate with a parallel
increase of nucleolar transcription.

Another important issue is the changes in the organization of CBs in TS GCs, with
two crucial manifestations: a reduction in the number of canonical CBs, and an increased
incidence of perinucleolar caps of coilin which are free of snRNPs. CBs are very dynamic
transcription-dependent nuclear structures [18,32,33,35]. In post-mitotic neurons with
high transcription and splicing demands, CBs play an essential role in the biogenesis of
spliceosomal snRNPs [30,32,80]. Several experimental or pathological conditions including
cellular stress, inhibition of transcription, DNA damage, and splicing dysfunction induced
by SMN deficiency in SMA motor neurons induce disruption and loss of CBs [25,29,81,82].
In this context, the depletion of CBs is consistent with both cellular stress and a drop in
the global transcription rate and, consequently, in the neuronal demand for pre-mRNA
splicing in TS GCs. Moreover, current conceptions of CB assembly indicate that they are
formed on active U snRNA or snoRNA and histone gene loci [33,34], suggesting that
the reduced transcription of these genes can directly contribute to the decrease in the
number of CBs.

The increased formation of perinucleolar caps of coilin suggests a defective assembly
of CBs which is dependent on post-translational modifications of CB proteins such as SMN
and coilin [80,83]. Coilin methylation is a key regulatory factor for CB assembly [84], and
hypomethylated coilin has been reported to relocalize in perinucleolar caps upon inhibition
of protein methylation or SMN depletion in mammalian neurons [29,85].
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4. Conclusions

In conclusion, in this study we demonstrate that the three copies of a fragment
of Mmulé6 in the TS mouse alters the nuclear architecture (increase of both heterochro-
matin domains and the number of nucleoli, and loss of CBs) of their hippocampal GCs.
The organization of CBs and nucleoli is emerging as a reliable nuclear indicator of neu-
ronal homeostasis, and of its dysfunction under neurodegenerative conditions such as
AD [27,28,86]. Because of the fundamental role of CBs in pre-mRNA processing, the
alterations of these nuclear structures in GCs of TS mice may disturb mature mRNA syn-
thesis and translation, affecting the maintenance of neuronal homeostasis, particularly the
function of dendrites and synapses. Furthermore, the 3D genome reorganization of the hip-
pocampal GCs of TS mice produces an epigenetic dysregulation of chromatin that results
in increased heterochromatinization and reduced global transcriptional activity. Besides its
influence on trisomic genes, this response may alter the expression of other disomic genes
with essential functions in neuronal proliferation, maintenance, or survival. Because GCs
have a fundamental role in hippocampal-dependent learning and memory [87], alterations
in their nuclear compartments or 3D genome organization may play an important role in
the altered neurogenesis and contribute to the cognitive deficits of this mouse model of DS.

5. Materials and methods
5.1. Animals

This study was approved by the Cantabria University Institutional Laboratory Animal
Care and Use Committee and was performed in accordance with the Declaration of Helsinki
and the European Communities Council Directive (86/609/EEC of 24 November 1986). TS
and control mice were generated and karyotyped using real-time quantitative PCR (qPCR)
as previously described [68]. In all the experiments, 6-month-old TS mice were compared
with their euploid control littermates.

5.2. Immunofluorescence and Confocal Microscopy

For immunofluorescence, at least three animals of each karyotype were anesthetized
and perfused under deep anesthesia with paraformaldehyde 3.7% in PBS, and post-fixed
for 1 h. Their brains were removed and coronally sliced in a vibratome (200 pm thick).
Small fragments from the GCL of the hippocampus were dissected out and transferred to a
drop of PBS on a siliconized slide. Squash preparations of dissociated GCs were performed
following the protocol described by [37]. The samples were then sequentially treated with
0.1 glycine in PBS for 20 min, 0.5% of Triton X-100 in PBS for 45 min, and 0.05% of Tween20
in PBS for 5 min. The samples were then incubated overnight at 4 °C with the primary
antibody, washed with 0.05% of Tween20 in PBS, incubated 45 min in the specific secondary
antibody conjugated with FITC or TexasRed (Jackson, Laboratories, USA Jackson, West
Grove, PA, USA), and mounted with Vectashield with DAPI (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA). Some samples were counterstained with propidium iodide.

Confocal images were obtained with a LSM510 (Zeiss, Germany) laser scanning
microscope using a 63x Oil (1.4 NA) objective. In order to avoid overlapping signals,
images were obtained by sequential excitation at 488 nm and 543 nm to detect FITC or
TexasRed, respectively. The images were processed using Adobe Photoshop CS4 software
(Adobe Systems Inc, California, CA, USA).

The following primary antibodies were used: polyclonal rabbit anti-acetyl histone H4
(06-598, Upstate), polyclonal rabbit anti-tri-methylated histone H4 at K20 (07-463, Upstate),
anti-coilin 204/10 (204.3 serum), anti-TMG-cap (NAO2A, Oncogene) and anti-nucleolin
(ab22758, Abcam). Morphometric and quantitative analyses were performed using Image]
software (US National Institutes of Health, http://imagej.nih.gov/ij). At least 100 GCs per
animal were sampled in all the analyses. The nuclear area of the GC was determined using
DAPI staining. Nuclear perimeters were traced by hand and the areas were measured with
Image ] default tools to calculate the shape descriptors. Acetylated histone-H4 fluorescence
intensity was quantified within the nuclear perimeter of the GC. Quantification of the area
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occupied by tri-methylated histone-H4 was performed in single-plane images. First, the
nuclear area was determined and then the regions occupied by tri-methylated histone-H4
were delimited by applying an automatic local threshold. For the quantitative analysis
of the number of CBs and nucleoli, coilin and nucleolin positive spots were counted,
respectively, on serial confocal sections of the whole nucleus.

5.3. In Situ Transcription Assays with 5'-Fluorouridine

Active transcription sites were labelled by incorporation of 5'-fluorouridine (5'-FU)
into nascent RNA as previously described [60]. The mice were given an intraperitoneal
injection of 5-FU (Sigma, Darmstadt, Germany) at a dose of 10 pL/g of a stock solution of
0.4 M 5-FU in 0.9% saline. The mice were euthanized 45 min post-injection and fixed by
perfusion with 3.7% paraformaldehyde in HPEM buffer (2x HPEM: Hepes, 60 mM; Pipes,
130 mM; EGTA, 20 mM; and MgCl,-6H,0, 4 mM) containing 0.5% Triton X for 10 min.
Their brains were removed, post-fixed with a perfusion buffer for 1 h and washed in HPEM.
Then, mechanical GCs dissociation was performed as described above. The incorporation
of 5'-FU into nascent RNA was detected with mouse monoclonal anti-BrdU (Clone BU-33,
Sigma, Darmstadt, Germany) for 1 h at 37 °C. Then, the samples were washed with 0.01%
Tween 20 in PBS, incubated for 45 min with an anti-mouse FITC-conjugated secondary
antibody, washed in PBS and mounted with Vectashield. Quantification of the intensity of
5’-FU fluorescence was determined within the nuclear perimeter in at least 100 GCs from
three animals of each karyotype.

5.4. Conventional and Immunoelectron Microscopy

To analyze the ultrastructure of GCs, three TS and control mice were perfused with
3% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4. Their brains were removed and
post-fixed overnight with the perfusion buffer. Then, coronal brain slices (300 um thick)
were obtained using a vibratome, and small fragments of the GCL of the hippocampus
were dissected out. The processing of the hippocampal samples was performed following
the procedure previously reported by [25].

For immunoelectron microscopy of coilin, three CO and TS mice were perfused
with 3.7% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer. Small fragments of the GCL of
the hippocampus were isolated from 300 um-thick slices. The samples were processed
following the protocol previously described by Pena et al. [37]. The samples were examined
with a Phillips EM-208 electron microscope operated at 60 kV.

5.5. Ag-NOR Staining

Active chromosomal NORs were revealed in squashes of GCs by a silver impregnation
method following the protocol described by [22]. Images were obtained using a Zeiss
Axioskop 2 Plus microscope with a 100X objective. Ag-NOR spots were quantified in the
nuclei of at least 100 GCs from three animals of each group.

5.6. Western Blotting

Mice were euthanized by decapitation and their hippocampi were dissected and
stored at —80° C. Six hippocampi from TS and CO mice were lysed and homogenized
as previously described [68]. The homogenates were boiled for 10 min and sonicated
for 5 cycles of 30 s On/Off at 4° C using a Bioruptor Plus (Diadode) and left on ice for
20 min. The total protein content of each sample was determined following the proto-
col described by [88]. Identical amounts of protein from each sample were loaded on
a 15% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel, electrophoresed and transferred to a
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane. Blots were incubated with a polyclonal rabbit
anti-acetyl histone H4 (06-598, Upstate), polyclonal rabbit anti-tri-methylated histone H4 at
K20 (07-463, Upstate) and polyclonal rabbit anti-nucleolin (ab22758, Abcam) overnight at 4°
C. To ensure equal loading, the blots were reproved using a mouse monoclonal anti-GAPDH
antibody (6C5) (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). After extensive
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washing, immunoblots were developed with goat anti-rabbit IRDye 680RD antibody or goat
anti-mouse IRDye800CW (1:10,000; LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE, USA)

Protein bands were detected using a LI-COR ODYSSEY IR Imaging system V3.0
(LI-COR Biotechnology) and quantified following the protocol described by [68].

5.7. Real Time Quantitative PCR (qRT-PCR)

For qRT-PCR analysis, six control and TS mice were anesthetized and decapitated.
Their hippocampi were removed, rapidly frozen and stored at —80 °C. RNA was isolated
using RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). RNA was reverse-transcribed us-
ing RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher, Vilnius, Lithuania)
and cDNA concentration was measured in a spectrophotometer (Nanodrop Technologies
ND-1000) and adjusted to 1 pg/uL. The rRNA expression of 45S precursor, 18S 5'junction
intermediary and mature 185 and mRNA expression of genes encoding nucleolar com-
ponents nucleolin (Ncl), fibrillarin (Fbn1) and UBF (Ubtf) was determined by RT-qPCR
using gene-specific SYBRGreen (TaKaRa)-based primers. Each individual sample was
performed in triplicate. The threshold cycle (Ct) was determined and the results were
normalized to the housekeeping gene GAPDH. Relative expression was calculated accord-
ing to the 2-(AACt) equation [89]. SYBRGreen-based specific primers for murine RNAs
were: for MeCP2 5'-gtgaaggagtcttccatacggte-3' and 5'-tctecttgcttttacgece-3/, for Histone H1
5'-cgecgactcccagatcaagt-3’ and 5'-gaccttttgggetcatcgee-3/, for 455 5'-gaacggtggtgtgtegtt-3/
and 5'-gcgtctegtetegteteact-3/, for 18S 5'junction precursor 5'-cgegcttecttacctggttg-3’ and 5'-
ggagaggagegagegacc-3/, for mature 185 5'-gatggtagtegecgtgec-3' and 5'-ccaaggaaggceageagge-
3/, for 285 5'junction precursor 5'-cctectegetctettettee-3' and 5'-cctgttcactegecegttact-3/, for
mature 285 5'-gtgacgcgcatgaatgga-3'and 5'-tgtggtttcgctggatagtaggt-3/, for nucleolin 5'-
attggggagggaagggaagt-3’ and  5'-tcagcacttcgagttgaagea-3’,  for fibrillarin  5'-
tetgtteectggagagtetg-3' and 5'-gggttccaggctetgtacte-3/, for UBF 5'-ccgegeageatacaaagaat-
3’ and 5'- gtggtccggctagacttgg-3/, for nucleophosmin 5'-tcggctgtgaactaaagget-3' and 5'-
geeectgetectaaactgac-3/, for coilin 5'-ccgaggtggtggaatacget-3'and 5'-aggecagaggtcagatccaga-
3’ and for GAPDH 5'-aggtcggtgtgaacggatttg-3’ and 5'-tgtagaccatgttagttgaggtca-3'.

5.8. Statistical Analysis

For comparisons, data was analyzed using Student’s t-test. All analyses were per-
formed using SPSS (version 22.0, Chicago, IL, USA) for Windows.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/1422-0
067/22/3/1259/s1, Supplementary Figure S1: GCs from control and TS mice immunostained for
coilin and co-stained with propidium iodide, Supplementary Figure S2: Expression of nucleolin in
the hippocampi of TS and CO mice.
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El sindrome de Down (SD) es la causa genética mas comun de discapacidad intelectual y se
produce por la triplicacién total o parcial del cromosoma humano 21 (HSA21). Con el fin de
estudiar las bases celulares y moleculares de los déficits cognitivos del SD, en este Trabajo de
Tesis Doctoral se ha utilizado el modelo murino Ts65Dn (TS), que contiene una triplicacién
parcial del cromosoma murino 16 (Mmul6) y reproduce numerosos fenotipos similares a los
encontrados en el SD, como las alteraciones en la memoria y el aprendizaje dependiente de
hipocampo. En el SD y en el ratén TS, las células granulares (CG) del hipocampo, que tienen un
papel fundamental en la formacion de nuevas memorias, muestran diversas anomalias
morfoldgicas, electrofisiolégicas y funcionales. En esta Tesis Doctoral se han evaluado diversas
alteraciones celulares producidas por un exceso de dosis génica o asociadas al incremento de
estrés oxidativo en esta poblacién neuronal del ratdn TS. En el primer estudio se evalu6 el efecto
del exceso de dosis génica sobre la arquitectura nuclear de las CG del ratén TS. Nuestros
resultados muestran que las CG del ratén TS presentan una reduccion en el tamafio del nicleo
celular, alteraciones en el perfil epigenético, un incremento de heterocromatinizacion y una
disminucién en la actividad transcripcional global. Ademas, las CG del ratdbn TS presentaban
alteraciones en el patrén de fusién nucleolar y en el ensamblaje de los cuerpos nucleares de
Cajal. En el segundo estudio se analizaron alteraciones asociadas al exceso de estrés oxidativo
en distintos componentes celulares de las CG del raton TS. Los resultados demostraron que el
aumento de estrés oxidativo en el hipocampo de estos animales esta asociado a alteraciones en
componentes del sistema antioxidante, un aumento de la peroxidacion lipidica y alteraciones en
la estructura mitocondrial de las CG. Ademas, las CG del ratbn TS también mostraron un
aumento del dafio en el DNA vy alteraciones en los sistemas de degradacion intracelular como el
proteasoma y el sistema lisosomal, asociadas al estrés oxidativo. En conjunto, las alteraciones
celulares encontradas en este trabajo pueden contribuir a las anomalias neuromorfolégicas y
funcionales de esta poblacion neuronal en edades tempranas y, en edades mas tardias,
favorecer el envejecimiento acelerado, la neuropatologia de tipo Alzheimer y la
neurodegeneracion implicadas en la disfuncién cognitiva caracteristica del ratén TS y los
individuos SD.

Down syndrome (DS) or trisomy of chromosome 21 (HSAZ21) is the most frequent genetic cause
of intellectual disability. To study the mechanisms involved in neurobiological and cognitive
alterations of DS, in this Doctoral Thesis, we used the Ts65Dn (TS) mouse model, which carries
a triplication of a fragment of the murine chromosome 16 (Mmul6) and reproduces several DS
phenotypes including deficits in hippocampal-dependent learning and memory. In DS and TS
mice, hippocampal granule cells (GCs), which are essential for memory formation, show several
morphological, electrophysiological, and functional alterations. In this Doctoral Thesis, cellular
alterations produced by an excess of gene dose or associated with an increase in oxidative
stress have been evaluated in this neuronal population of the TS mouse. In the first study, the
effect of the extra copy of the Mmul6 fragment on the nuclear architecture of the hippocampal
CGs of the TS mouse was evaluated. The results of this study show that the TS CGs present a
reduction in the size of the cell nucleus, alterations in the epigenetic profile, an increase in
heterochromatinization, and a decrease in global transcriptional activity. In addition, TS GCs
presented alterations in the nucleolar fusion pattern and the assembly of the nuclear Cajal
bodies. In the second study, oxidative stress-associated alterations in different cellular
components of the CGs of the TS mouse were analyzed. The results demonstrated that the
increase in oxidative stress in the hippocampus of TS mice is associated with alterations in
different components of the antioxidant system, increased lipid peroxidation, and structural
mitochondrial anomalies in the CGs. In addition, the GCs of TS mice also showed an increase in
DNA damage and alterations of the intracellular degradative systems such as the proteasome
and the lysosomal system, associated with oxidative stress. Collectively the cellular alterations
found in this work may contribute to the neuromorphological and functional abnormalities of this
neuronal population at early ages and, at later stages of the lifespan, they can also accelerate
aging, neurodegeneration, and the development of Alzheimer's disease neuropathology
implicated in the cognitive dysfunction of TS mice and DS individuals.
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