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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas tienen una creciente incidencia y un alto costo
socioeconomico en las sociedades modernas. No existen métodos para su diagndstico
temprano ni tratamientos curativos, por lo que urge investigar sobre biomarcadores gendmicos o
moleculares. El presente trabajo se ha enfocado en un modelo animal de Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA), una enfermedad mortal causada por la degeneracion progresiva de
motoneuronas que cursa con paralisis muscular progresiva. La muerte neuronal esta
fuertemente influenciada por las células gliales que aparecen como actores claves en el
progreso degenerativo y la progresion de la enfermedad. Recientemente nuestro laboratorio ha
reportado un nuevo fenotipo astrocitario (referido como Astrocitos Aberrantes -AbA-)

directamente asociado a la muerte de motoneuronas en ratas transgénicas SOD1°%#

que
desarrollan paralisis progresiva. Estas células poseen una capacidad proliferativa aumentada y
potente actividad neurotoxica para motoneuronas. También existe evidencia preliminar que las
células AbAs existen en casos humanos de ELA, lo que sugiere que su identificacion molecular
podria tener importante valor diagndstico y prondstico. En este contexto, el objetivo de este
trabajo fue encontrar y caracterizar un marcador molecular especifico de células AbAs que
permita diferenciarlas de otros tipos de células astrocitarias. Para ello se utilizd la técnica de
microarreglos para determinar el perfil transcripcional de las células AbAs en comparacion con
otros tipos de astrocitos (transgénicos SOD1°%** y no transgénicos). Dicho estudio reveld
diferencias relevantes entre las células AbAs y las otras dos poblaciones astrocitarias. Entre
ellas, se identificé en las células AbAs la sobre-expresidon en casi 20 veces de la “Proteina de
Queratinocitos Rica en Prolina” (Keratinocyte Proline-rich Protein -KPRP-). Por esta razon,
KPRP fue seleccionada como un marcador molecular de las células AbAs. Se disefaron y
desarrollaron anticuerpos especificos poli-clonales para KPRP de rata y sondas de ARN
complementarias al ARN mensajero de kprp de rata. Estas herramientas permitieron demostrar
por primera vez en la literatura la expresiéon de KPRP en la fase sintomatica de la ELA en ratas
SOD1%%** mediante inmunohistoquimica (IHQ) e hibridacion in situ fluorescente (FISH), y su
localizacion en células AbAs. Los resultados obtenidos sugieren a KPRP como una nueva
proteina asociada a la neurodegeneracion, lo que representa un hallazgo original y con
potencial aplicacion diagndstica.
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1. INTRODUCCION

Todavia se desconocen las causas ultimas que llevan a la muerte progresiva de poblaciones
neuronales en enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer,
Enfermedad de Parkinson, Enfermedad de Huntington y la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA).
Al mismo tiempo, no existen tratamientos efectivos para prevenir o curar estas patologias. Hasta
recientemente, el foco principal de los estudios han sido precisamente las diferentes
poblaciones de neuronas degenerantes, sin considerar su entorno celular incluyendo células

gliales como astrocitos y microglia.

1.1 La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA)

La ELA es una enfermedad paradigmatica de otras enfermedades neurodegenerativas. Fue
descrita por primera vez en 1869 por el clinico y neurobidlogo Jean-Martin Charcot (Charcot and
Joffroy, 1869) quien observo una "palidez de mielina" distinta en las pociones laterales de la

meédula espinal.

En la ELA se ven afectadas principalmente las motoneuronas superiores e inferiores, de la
corteza cerebral y de la médula espinal y tronco encefalico, respectivamente. La pérdida de
motoneuronas resulta en debilidad, atrofia muscular, fasciculaciones, asi como en hiper-reflexia
con espasticidad. La progresion de la enfermedad culmina en la muerte del paciente por falla
respiratoria pocos afios después de haber realizado el diagndstico. La incidencia mundial de la
ELA es de 2 cada 100.000 individuos. El promedio de edad comienzo son los 55-60 afios, con
un curso normal de uno a dos afos, y comunmente afecta mas a los hombres que a las mujeres

(Ferraiuolo et al., 2011).

Tradicionalmente, la ELA ha sido considerada como un desorden puramente motor. Sin
embargo, estudios recientes han puesto de manifiesto la participacién de vias sensoriales y
cerebelosas, como también grupos neuronales de la Substancia nigra y de la capa granular del
dentado hipocampal. Por lo tanto la ELA puede ser considerada una enfermedad de caracter
sistémico, en la cual las motoneuronas tienden a ser afectadas tempranamente y de forma mas
severa. Si bien se han propuesto numerosas hipétesis para explicar la pérdida progresiva de
motoneuronas, los mecanismos moleculares precisos que llevan a la ELA permanecen siendo

desconocidos (llieva et al., 2009).



Aproximadamente el 90% de lo casos de ELA se clasifican como esporadicos (SALS), definidos
por carecer de antecedentes familiares de la enfermedad. Los casos restantes son heredados
de una manera dominante, ELA familiar (FALS). La FALS y la SALS son clinicamente
indistinguibles, afectando a las mismas poblaciones neuronales, pero inclusive dentro de las
formas familiares, la aparicion de los sintomas, asi como la duracion de la enfermedad varia

considerablemente (Gurney et al., 1994, Bruijn et al., 1997a, Howland et al., 2002a).

El 20% de los casos de FALS se asocian a mutaciones en la enzima Cu/Zn Superéxido
Dismutasa 1 (SOD1- Rosen et al., 1993-). La enzima SOD1 se encuentra de forma soluble en el
citoplasma celular y en el espacio inter-membrana de la mitocondria. Es de expresion ubicua y
se encuentra en abundancia en todos los tejidos. La funcion de esta enzima es la
desintoxicacion mediante la conversion del radical Superdxido (O2’), un producto natural de la
respiracion mitocondrial, hacia agua o peroxido de hidrogeno (H20.).

A la fecha, se han identificado, en pacientes de FALS, mas de 160 mutaciones diferentes en la
SOD1 (Cui et al., 2013). Las numerosas mutaciones de la SOD1 generan especies proteicas
con un plegado anormal, que conllevan a una ganancia de funcion, sin pérdida de la actividad
dismutasa. Se han sefialado variados mecanismos patogénicos de las mutaciones SOD1 a nivel
celular, incluyendo una actividad redox anormal que produce estrés oxidativo (Beckman et al.,
2001) disfuncion mitocondrial y estrés de reticulo (Liu et al., 2004). Fundamentalmente, la
toxicidad de las mutaciones en la SOD1 se reflejan en cambios en las interacciones celulares, lo
que ha llevado al concepto de “toxicidad sin autonomia celular” del inglés “non-cell autonomous

toxicity” que retomaremos mas adelante (Clement et al., 2003, llieva et al., 2009).

Respecto a la SALS se desconocen aun las causas que llevan a la misma. Recientemente se ha
observado que proteinas como la proteina de unién al ADN TAR 43 (TDP43) y la proteina
fusionada en sarcoma (FUS), involucradas en el procesamiento y funcionamiento del ARN,
forman agregados proteicos en casos de SALS, indicando nuevos mecanismos patogénicos a
nivel celular (Ferraiuolo et al., 2011). Asimismo, se han observado, en muestras de médula
espinal de pacientes SOD1 normales, cambios conformacionales en la SOD1 similares a los
observados para las mutaciones en dicha enzima en FALS. Asi como también hay evidencia
que los pacientes de SALS presentan un nivel de ARNm SOD1 elevado respecto a los controles
(Milani et al., 2013). Estos hallazgos sugieren que la SOD1 normal también contribuye al
mecanismo patogénico de la enfermedad. Por lo que es altamente probable que los hallazgos
en la FALS (modelos animales y pacientes humanos) sean relevantes para estudios en la SALS.



En base a las distintas mutaciones de la SOD1 se han desarrollado variados modelos murinos
de ELA. Se utilizan extensamente ratones y ratas que sobre-expresan la proteina SOD1
humana mutante (Gurney, 1994, Nagai et al., 2001). El fenotipo de estos animales es similar al
humano, con degeneracion de motoneuronas, paralisis progresiva y muerte que ocurre entre los
4 y 7 meses de edad. Estos han sido ampliamente utilizados para pruebas pre-clinicas de
drogas, algunas de las cuales han resultado en terapias que mejoran el transcurso de la

enfermedad.

1.2 Modelos murinos de ELA: animales que sobre-expresan la SOD1%%** humana
(hSOD16%4)

Los ratones y ratas que expresan las formas mutantes de la SOD1 humana o murina,
desarrollan, al igual que los pacientes de ELA, una degeneracion progresiva de motoneuronas
(Gurney et al., 1994, Ripps et al., 1995, Bruijn et al., 1997b, Howland et al., 2002b, Sjoberg et
al., 2004, Nagai et al., 2007). La mayor parte del conocimiento de los mecanismos de esta
enfermedad provienen de estudios en estos modelos. El fenotipo de estos animales es muy
similar al humano, con degeneracién de motoneuronas, paralisis progresiva y muerte que ocurre

entre los 4 y los 7 meses de edad.

Un modelo de ELA extensamente utilizado son las ratas transgénicas que sobre-expresan la
mutacién SOD1°%** humana. La mutacién G93A, donde el residuo 93 de la SOD1
correspondiente a una Glicina se sustituye por una Alanina, genera una proteina mutante con
actividad dismutasa (Borchelt et al., 1994). Los pacientes portadores de dicha mutacion exhiben
un curso clinico clasico fulminante (Cudkowicz et al., 1997). Las ratas hSOD1%%** desarrollan
una enfermedad de motoneuronas siendo la disminucidén espontanea de la actividad motora el
primer signo patologico (aproximadamente a los 110 dias). Mas tarde, a los 122.9 £ 14.1 dias
aparece la debilidad clinica aparente, la cual comienza unilateralmente, denotada por el arrastre
de un miembro inferior sin temblor con una pérdida de peso significativa que progresa de
manera bilateral. A medida que la patologia avanza, las ratas exhiben gran pérdida de masa
muscular en las extremidades posteriores y por lo general se arrastran alrededor de la jaula con
las patas delanteras. A partir de entonces, las extremidades delanteras también adquieren
debilidad, en asociacion con una mayor pérdida de peso. En la etapa final, las ratas afectadas
no pueden beber agua lo que conlleva a la muerte. La duracidon promedio de la expresion clinica
de la enfermedad es de 8.3 + 0.7 dias (Nagai et al., 2001).



1.3 Cambios en la expresion génica en la médula espinal de ratones hSOD1%%%4,

Se han realizado estudios comparativos entre la expresion génica en la médula espinal de
ratones hSOD1°%** y sus pares no transgénicos (Olsen et al., 2001, Yoshihara et al., 2002). En
la etapa pre-sintomatica de la enfermedad (11 semanas) se encuentran sobre-regulados genes
de la respuesta inflamatoria como el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) concomitante al
aumento de la expresion en genes relacionados a la apoptosis como la caspasa 1 (Yoshihara et
al., 2002). Al comienzo de la paralisis (3 meses) se observa una extensa activacién glial,
seguida de la activacion de genes involucrados en la regulacion de iones metalicos
(metallotioneina-I, metallotioneina-Il, ferritina-H y ferritina-L) antes de la etapa final de la
enfermedad (Olsen et al., 2001).

En comparacion a la etapa pre-sintomatica tardia (80 dias), durante la fase sintomatica de la
enfermedad (120 dias) se observa en la médula espinal una sobre-regulacion de citoquinas
incluyendo la interleuquina 1 alpha (IL1- a), interleuquina 1 beta (IL1-R) y el receptor antagonista
de IL-1 (IL1-RA). Asimismo, se observa una sobre-expresion de genes relacionados a la
apoptosis como caspasas y receptores de muerte celular (Hensley et al., 2002).

1693A gl sitio mas afectado es la

De acuerdo a la evidencia patoldgica, en los ratones hSOD
region lumbar de la médula espinal representado el sitio principal de pérdida de motoneuronas y
proliferacion de células microgliales y astrocitos. Al igual que los pacientes de ELA, estos
ratones exhiben una paralisis o debilidad progresiva de ambas extremidades inferiores.
Asimismo, la expresion de la SOD1 mutante en los ratones es mayor en la region lumbar de la

médula espinal (Huifang et al., 2010).

La region lumbar de la médula espinal de ratones sintomaticos tempranos que sobre-expresan
de manera sistémica la hSOD1°%* (C57BL/6J-SOD1-G93A) presenta diferencias mayores a 2
(con un p<0.05) respecto a sus pares no transgénicos en la expresion de 322 transcriptos
(correspondiente al 2.2% de los transcriptos analizados). De estos transcriptos, el 95.96% se
encuentra sobre-regulado y el 4.04% sub-regulado en presencia de la SOD1 mutante. Estos
resultados sugieren que la expresion de la SOD1 mutante en la regién lumbar de la médula
espinal tiene como consecuencia un marcado grado de aumento transcripcional al comienzo de

la enfermedad (Huifang et al., 2010).



Principalmente el cambio se observa en genes involucrados en la adhesién celular, en la
respuesta inflamatoria e inmunitaria, en la adhesion leucocitaria, en el complejo de integrinas,
en la via de sefnalizacion mediante integrinas y en la activacion de la actividad MAPK (fig., 1).
Coincidente a la activacién microglial en etapas muy tempranas de la enfermedad, se observa
una significativa sobre-regulacion del marcador microglial CD68 (Huifang et al., 2010).

En concordancia a la evidencia que una dieta
rica en grasas extiende la sobrevida y previene la
muerte de moto neuronas en el modelo animal
(Fergani et al.,, 2007) y en pacientes de ELA
(Dupuis et al., 2008), en la region lumbar de la
médula espinal de ratones hSOD1°%*A se
observd un aumento significativo en la expresion

de la Lipoprotein Lipasa (LPL). La LPL tiene un

Figura 1. Genes diferencialmente expresados en rol central en el catabolismo de triglicéridos,

la region lumbar de la médula espinal de ratones hjqrolizando quilomicrones y VLDL. El aumento
hSOD1°*** al comienzo de los sintomas. Los

numeros indican el nimero de genes implicados en €N suU expresion indicaria un estado lipidico

1.4 Toxicidad sin autonomia celular

Si bien en los ratones SOD1 mutantes la expresion del transgen se da de manera sistémica, la
degeneracion celular ocurre casi unicamente en las motoneuronas. La expresion selectiva de la
SOD1 mutante en las motoneuronas resulta unicamente en anormalidades moderadas y no en
la degeneracion de las mismas (Pramatarova et al., 2001, Lino et al., 2002). Inversamente la
expresion selectiva en astrocitos o microglias tampoco resulta en la degeneracion de
motoneuronas (Gong et al., 2000, Beers et al., 2006). Estos estudios ponen en evidencia que la
expresion de la SOD1 mutante en motoneuronas es necesaria pero no suficiente para generar
la patologia, las células circundantes como los astrocitos y las microglias contribuyen de forma
significativa a la degeneracion de las mismas. A este concepto se le llama "Toxicidad sin

autonomia celular".

Se desconoce en la actualidad como interaccionan funcionalmente las microglias y los astrocitos
para acelerar la progresiéon de la enfermedad. Ambos tipos celulares liberan factores que
pueden influenciar al otro (Boillee et al., 2006, Wang et al., 2010). Al presente la evidencia



sugiere que las proteinas mutantes en las motoneuronas determinan el comienzo y las etapas
tempranas de la enfermedad, mientras que la SOD1 mutante en la microglia y los astrocitos
determinan principalmente el progreso y duracion de la misma (Yamanaka et al., 2008, Wang et
al.,, 2010). La nocion que la muerte de motoneuronas en la ELA es sin autonomia celular fue
apoyada por un estudio utilizando ratones quimeéricos en los cuales solo algunas de las células
expresaban la SOD1 mutante (Clement et al., 2003). Asimismo la eliminacidn especifica de la
SOD1 mutante en motoneuronas retrasa el comienzo de la enfermedad pero no la detiene
(Boillee et al., 2006, Yamanaka et al., 2008). Inversamente, la expresion de la SOD1 mutante en
células no neuronales como las células mieloides o astrocitos conduce a una aceleracion de los
eventos neurodegenerativos de la patologia, afectando de esta manera el progreso y no el
comienzo de la enfermedad (Boillee et al., 2006, Yamanaka et al., 2008). La importancia de la
microglia se justifica en los experimentos de trasplante. El trasplante de médula 6sea en ratones
mutantes SOD1 que expresan PU-/-, por lo que carecen de células mieloides, células T vy
células B, resulta en una poblacion de células mieloides normales mientras que el resto de las
células expresan la SOD1 mutante. Esto disminuye significativamente la progresion de la

enfermedad y mejora la sobrevida.

La contribucion de la microglia a la degeneracion de motoneuronas parece ser dependiente de
las células T (Appel et al., 2010). Las células T (CD4+), independientemente si expresan o no la
proteina mutante, son protectoras en el modelo murino de ELA mediante la promocion de la
microglia M2 sobre la M1. En etapas tempranas de la enfermedad, las células T raramente se
detectan en el SNC, pero se infiltran rapidamente en la médula espinal a medida que la
enfermedad progresa (Beers DR, 2008). Cuando se eliminan las células T, el curso de la
enfermedad, en ratones SOD1 mutantes, se acelera significativamente. La transferencia
adoptiva de células T reguladoras o T efectoras de ratones donantes normales retrasa la
pérdida de la funcion motora y extiende la sobrevida (Banerjee et al., 2008). La contribucién de
las células T puede cambiar a lo largo del tiempo. Las células T citotoxicas en la etapa final de
la enfermedad pueden predominar, explicando porque la accidn neuroprotectora falla a la larga.

Los astrocitos y las neuronas forman una unidad funcional altamente especializada. Mientras
que las neuronas integran informacién y forman circuitos sinapticos, los astrocitos adyacentes
proveen un soporte estructural, metabdlico y neurotrofico a la neurona. Participan ademas
modulando la excitabilidad neuronal y la neurotransmisién, incluyendo la funcion primordial de
capturar el glutamato sinaptico por transportadores especificos (Bosch and Robberecht, 2008,
Rossi and Volterra, 2009). Los astrocitos activados con estimulos inflamatorios sufren una

10



transformacién fenotipica duradera que los hace neurotdoxicos para motoneuronas en
condiciones de co-cultivo (Cassina et al., 2002, Cassina et al., 2005). Esto llevo a postular la
hipdtesis que los astrocitos contribuyen a la muerte de motoneuronas en la ELA. En condiciones
de co-cultivo la toxicidad es mediada, por lo menos en parte, por el aumento en la produccion de
factor de crecimiento nervioso (NGF) y éxido nitrico (NO) en los astrocitos activados (Pehar et
al., 2004, Pehar et al., 2007). Estudios posteriores demostraron que los astrocitos que expresan

la mutacion hSOD1¢%A

ejercen toxicidad sobre motoneuronas, sin necesidad de ser
estimulados por mediadores inflamatorios (Pehar et al., 2006, Vargas et al., 2006). Esta
actividad toxica para motoneuronas es sorprendente ya que los astrocitos se caracterizan en
general por producir condiciones neurotroficas. Los astrocitos que expresan la mutacion
hSOD1%%* exhiben una produccion elevada de NO (Vargas et al., 2006) y de otras especies
reactivas como superéxido y peroxinitrito (Cassina et al., 2008). Estas especies participan en la

regulacién de la respiracion mitocondrial. De hecho, los astrocitos hSOD1¢%%*

presentan una
reduccion importante en la respiracion mitocondrial y una pérdida del potencial de membrana
mitocondrial (Cassina et al., 2008). En este estudio se demostré ademas una asociacion entre la
disfuncion mitocondrial y la toxicidad de los astrocitos, por cuanto la toxicidad pudo ser revertida

por antioxidantes mitocondriales que normalizan la toxicidad mitocondrial.

La toxicidad de los astrocitos transgénicos fue replicada también por otros autores utilizando
diversas aproximaciones experimentales, demostrando ademas que la toxicidad es especifica
para las motoneuronas (Di Giorgio et al., 2007, Nagai et al., 2007, Di Giorgio et al., 2008,
Marchetto et al., 2008) y es mediada por factores secretados (Nagai et al., 2007, Di Giorgio et
al., 2008).

Recientemente se ha demostrado que los astrocitos humanos derivados de la médula espinal
de pacientes de SALS y FALS comparten una toxicidad sin autonomia celular en modelo de co-
cultivo, que resulta en la muerte selectiva de las motoneuronas (Haidet-Phillips et al., 2011). Los
mismos, en co-cultivo con motoneuronas, exhiben una sobre-expresion de genes inflamatorios y
al igual que lo observado para los modelos murinos, dicha toxicidad especifica es mediada por
factores secretados. Este hallazgo lleva a importantes y relevantes conclusiones sobre la
patogenia de la ELA:

l. tanto los astrocitos de pacientes de ELA como aquellos de modelos murinos
de la enfermedad son toxicos para las motoneuronas, sugiriendo un factor de

vulnerabilidad potencialmente importante en la progresion de la enfermedad.
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1. la toxicidad de los astrocitos es independiente de mutaciones de la SOD1, lo
que sugiere que el fenotipo astrocitario esta asociado al entorno neurodegenerativo y

no necesariamente a la expresion de una mutacién deletérea.

La contribucidn de los astrocitos ha sido investigada también en estudios de trasplante. Las
células normales destinadas a ser precursores gliales han sido trasplantadas en la region
cervical de la médula espinal de ratas SOD1 mutantes (Lepore et al., 2008b). Estas células se
diferencian en astrocitos GFAP positivos que rescatan a las motoneuronas, causando un
aumento significativo en la sobrevida (Lepore et al., 2008b). Se postula que este beneficio

puede ser consecuencia de un aumentado barrido del glutamato por las células precursoras.

Se desconoce si la toxicidad observada para motoneuronas en la ELA es mediada por toda la
poblacion de astrocitos presentes o por una subclase especifica de los mismos. Dado que los
astrocitos que expresan formas mutantes de la SOD1 son mas propensos a entrar en un estado
inflamatorio activado y meta-estable (Hensley et al., 2006) podria resultar que una subpoblacién
de astrocitos sufra una transicion fenotipica deletérea para la supervivencia de las

motoneuronas.
1.5 Astrocitos fenotipicamente aberrantes en un modelo murino de ELA.

La prediccidon de la existencia de una subpoblacion de astrocitos, neurotoxicos e invasivos en la
ELA concluy6 con el aislamiento de los astrocitos aberrantes (AbA- Diaz-Amarilla et al., 2011-).
Las células AbA son astrocitos de fenotipo aberrante, aislados de la médula espinal de ratas
adultas que expresan la mutacién hSOD1%%** y que se encuentran en la fase sintomatica de la
enfermedad. Su aislamiento se basdé en su marcada capacidad proliferativa y la falta de
senescencia replicativa en cultivo, lo cual permitié la expansidon oligoclonal durante meses. Al
igual que los astrocitos neonatales, las células AbAs expresan la mayoria de los tipicos
marcadores astrocitarios como la Proteina Acidica Fibrilar Glial (GFAP), la vimentina, la proteina
de unién a calcio s100B, la conexina 43 (Cx43) y la glutamina sintetasa (GS) pero carecen del
transportador de aminoacidos excitatorios 2 (GLT1 en roedores o EAAT2 en humanos). Como
se aprecia en la fig.,2 contrariamente al intenso marcaje filamentoso observado para GFAP en
los astrocitos neonatales, las AbAs exhiben un marcaje de GFAP tenue, perinuclear y difuso.
Ademas, mientras que s100R tiene una sefal débil en los astrocitos neonatales, en las células
AbAs s100 exhibe una marcacion intensa. Las células AbAs no expresan marcadores de
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progenitores gliales, de progenitores de oligodendrocitos ni de microglia fagocitica como la
glicoproteina neuronal/glial 2 (NG2), el antigeno A2B5, el factor de transcripcion

oligodendrocitario, y CD68.

Figura 2. Expresion de marcadores tipicamente astrocitarios y de proliferacion
en las AbA. Comparacion de astrocitos neonatales hSOD1G93A +/- (Tg),
hSOD1G93A -/- (N-Tg) y células AbA en cultivo. (A) Inmunotincién para: GFAP (verde
superior) y s1000 (rojo) y conexina 43 (verde inferior). (B) Analisis por western blot de
marcadores astrocitarios: se observa una disminucién en la expresién de GFAP en las
AbA respecto a los astrocitos y una ausencia de GLT1 asi como un aumento en la
expresion de la Cx43. (C) Curva de crecimiento de células AbA y astrocitos primarios
neonatales durante 9 dias. La tasa de crecimiento de las células AbA casi duplica a
los astrocitos. Extraido de Diaz-Amairilla et al., 2011.

Notablemente las células AbAs secretan factores que inducen la muerte de las motoneuronas,

10 veces la potencia de los astrocitos hSOD1%%** neonatales (fig., 3).

Ademas, las células AbAs han sido identificadas por inmunohistoquimica tanto en ratas en fases
sintomatica de la enfermedad (Diaz-Amarilla et al., 2011, fig.,4), como en pacientes de ELA . En
ambos casos, las células tipo AbAs se localizan cercanas a las motoneuronas en vias de
degeneracion y se identifican por inmunoreactividad para Cx43, s100B3. En el modelo de la rata,
una proporcion significativa de células AbAs muestran marcadores de proliferacion celular como
Ki67. Por lo tanto, consideramos que las células AbA son una poblacion de astrocitos
desconocida hasta la fecha, que surgen con la progresion de la ELA con una capacidad
proliferativa y neurotéxica sin precedentes, lo que sugiere un papel protagdnico en la patogenia
de la ELA.
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Figura 3. Las células AbA inducen de manera especifica la muerte de moto neuronas. (A) Se sembraron
motoneuronas embrionarias sobre una capa confluente de astrocitos neonatales y células AbA. Luego de 48
horas se evaluo la sobrevida. La sobrevida de las motoneuronas mantenidas sobre las células AbA fue menor al
10% mientras que para las sembradas sobre astrocitos neonatales. N-Tg 100% y Tg 60%. (B) Luego de 24 horas
de sembrar un cultivo puro de motoneuronas se les agregé medio condicionado de astrocitos neonatales y
células AbA. El medio condicionado de los astrocitos neonatales N-Tg no induce la muerte de moto neuronas
mientras que ya en la diluciéon 1:1000 del medio condicionado de las células AbA se puede notar el efecto nocivo
del mismo en la sobrevida de las moto neuronas. (C) Falta de actividad neurotéxica del medio condicionado de
AbA en neuronas hipocampales. Extraido de Diaz-Amarilla et al., 2011.
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Figura 4. Identificacién de células AbA en la médula espinal degenerante. (A)
Inmunotincion para GFAP (rojo), s100R (verde) y conexina 43 (rojo) en secciones de
médula espinal de ratas N-Tg asintomaticas y Tg sintomaticas. Menor aumento
(superior) las lineas punteadas indican el borde entre la sustancia gris y la blanca,
mayor aumento se delimita el perimetro de grandes moto neuronas. (B) Numero de
células AbA aumentado en el hasta ventral de ratas Tg durante el progreso de la
enfermedad. Extraido de Diaz-Amairilla et al., 2011.
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1.6 Perfil transcripcional de los astrocitos hSOD1%%3,

El hallazgo sobre la caracteristica apoptética de los astrocitos que expresan la hSOD1°%*# sobre
las motoneuronas en modelo de co-cultivo (Vargas et al., 2006, Nagai et al., 2007) condujo a un

estudio comparativo del perfil de expresién génica entre los astrocitos hSOD1%%%

y los no
transgénicos (Vargas et al., 2008). Los autores utilizaron el ARN proveniente de cultivos
primarios de astrocitos neonatales hSOD1%%** +/- y -/- (tres de cada uno) de pureza mayor a
98% luego de 21 dias en cultivo. El estudio abarco aproximadamente 28000 genes del
transcriptoma de rata utilizando el Rat Genome 230 2.0 array (Affymetrix, Santa Clara, CA). En
este trabajo no se observaron cambios importantes entre el patron de expresidn génica de las
muestras (fig.,5). Se identificaron unicamente 81 genes con cambios en la expresion de al
menos 1.2 veces entre las dos poblaciones astrocitarias (con un p<0.05). De estos, 55 genes

1 G93A

se encontraron sobre-expresados y 26 sub-expresados en e los astrocitos hSOD respecto

a los no transgénicos (Vargas et al., 2008). A partir de estos

resultados se deduce que si bien los astrocitos transgénicos

m

exhiben diferencias funcionales notables respecto a los

normales, no existe una diferencia prominente a nivel

m
~

transcripcional.

p-value (G93A vs NTG)

m
IS

Interesantemente, se encontré un unico gen altamente inducido

i en los astrocitos hSOD1°%# el gen que codifica para la
Figura 5. Menos del 0.5% de los
genes examinados presentan
diferencias en las expresion de al expresion presentd un cambio de al menos 2 veces entre los
menos 1.2 veces entre los
astrocitos tg y N-tg (con un
p<0.05). Diagrama de dispersion de para el Regulador de la Diferenciacién (Rod7). Estos cambios
la veces de cambio (FC G93A vs. . - .
N-Tg) vs. el P valor. Extraido de S€ observaron también en la expresién proteica de DCN vy

Vargas et al., 2008.

Decorina (Dcn), asi como también un unico gen cuya sub-

astrocitos transgénicos y no transgénicos, el gen que codifica

ROD1. Asimismo, los patrones de expresidn génica y proteica
observados para Dcn y Rod1 se condicen con el patron observado en la médula espinal de
ratas hSOD1°%* asintomaticas y sintomaticas. Dado el rol regulador de la expresiéon de ROD1,

la expresién de la hSOD1%%%A

podria tener consecuencias funcionales en el procesamiento del
ARN. La sobre-expresion de la proteina DCN podria interferir con el sistema de IGF-1/IGF-1R
limitando la biodisponibilidad de IGF-1 y enmascarando la sefalizacion via IGF-1R en los
astrocitos, afectando asi su interaccién con las motoneuronas y demas células vecinas (Vargas
et al., 2008). El estrés oxidativo aumentado, como consecuencia de una mayor produccion de

especies reactivas del oxigeno y nitrégeno, tiene un rol en el desarrollo de la ELA. Sin embargo
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los astrocitos hSOD1%%%

no presentan aumento en la expresion de genes directamente
involucrados con la produccion de especies pro-oxidantes como tampoco disminucion en la

expresion de genes de defensas antioxidantes (Vargas et al., 2008).

1.7 Neuroinflamacion

Una caracteristica comun de la ELA y otras enfermedades neurodegenerativas es la aparicion
de una reaccion neuroinflamatoria. Recientemente esta reaccion inflamatoria ha recibido
especial atencion como un inesperado potencial blanco terapéutico. En los ultimos afnos se ha
avanzado considerablemente en el conocimiento sobre la contribucion de la microglia, los
astrocitos y las células inflamatorias T a la degeneracion de las motoneuronas en la ELA,
resultando en pruebas clinicas de drogas dirigidas a los procesos inflamatorios en pacientes con
ELA (Philips and Robberecht, 2011). Existe una amplia comunicacion entre el sistema inmune y
el SNC. En esta comunicacion las citoquinas pro-inflamatorias tienen un papel clave. En
particular, las células gliales constituyen una importante fuente de mediadores inflamatorios con

una participacion fundamental en otros trastornos del SNC.

Neuroinflamacion es un término acufiado para describir los procesos celulares y moleculares
que acompasan la activacion de las microglias, de los astrocitos y la infiltracion de células
periféricas inmunitarias en el sistema nervioso. En el SNC ocurre en una variedad de
condiciones patologicas y en enfermedades neurodegenerativas como la ELA y la atrofia
musculo-espinal, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de
Huntington entre otras. Hasta recientemente la neuroinflamacion se consideraba como un
evento celular secundario al dafio o muerte de neuronas, en un intento de limitar el dafio celular
y promover la regeneracion del SNC. Sin embargo, existe evidencia suficiente para suponer que
determinadas formas de respuestas inflamatorias también pueden provocar neurodegeneracion,
generando vias de activacion auto-mantenidas en el tiempo. Mas aun, actualmente se postula
que entre las células neuroinflamatorias, los astrocitos y las microglias pueden iniciar la

neurodegeneracion.

Las microglias constituyen la primer linea de defensa inmunitaria del SNC. De origen
mesenquimal, son las unicas células del sistema inmune en el SNC, constituyendo los
mediadores primarios de la inflamacién. Si bien la densidad microglial es dependiente de la
region, las mismas comprenden entre el 5 al 20% de todas las células en el cerebro humano

comprendiendo el 20% de la poblacion glial (Liao et al., 2012). Con procesos en continuo
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movimiento, monitorean constantemente el ambiente extracelular y estan en intima interaccion
con los astrocitos y las neuronas. En el tejido del SNC sano, la microglia posee una morfologia
caracteristica pequefa y ramificada, con un soma circular y numerosos procesos de
ramificacion. Si bien por mucho tiempo este fenotipo fue considerado como en "reposo", la
evidencia reciente indica que la microglia ramificada tiene roles fisioldgicos criticos, incluyendo
la determinacion del destino neuronal, la migracion, el crecimiento axonal y la remodelacion
sinaptica del cerebro y en el desarrollo de la médula espinal. Las contribuciones criticas de la
microglia a la maduracién del SNC pueden ser atribuidas a sus acciones en la fagocitosis de los
desechos celulares, a la liberacion de una variedad de factores de sefializacion celular
incluyendo neurotrofinas y componentes de la matriz, y al contacto directo con las neuronas.
Las microglias son los macréfagos residentes del SN y como tales pueden ejercer una funcion
deletérea (microglia M1) y una funcion benigna (microglia M2) dependiendo de sus propiedades

intrinsecas, la interaccion con el microambiente celular, y la presencia de factores patogénicos.

En respuesta a eventos patologicos incluyendo la funcion neuronal anormal, la infeccién, la
injuria, la isquemia y la inflamacion, las microglias activan rapidamente mecanismos de
inmunidad innata. La activacion resulta en una transicion de la morfologia microglial a un estado
ameboide que facilita la migracion de estas células al sitio de dafado. La respuesta microglial a
la patologia del SNC también resulta en la iniciacion de un numero de funciones inmunologicas
incluyendo la fagocitosis, el procesamiento y presentacion de antigenos, y la produccion tanto

de factores citotdoxicos como neurotroéficos.

Tras la activacion, la microglia secreta moléculas pro-inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF) a, interferon vy, e interleucina 13. Asimismo liberan mediadores citotoxicos como
radicales del oxigeno, Oxido nitrico, metabolitos del acido araquidonico (eicosanoides),
glutamato, acido quindlico e histamina. Normalmente esta reaccién inflamatoria despeja las
amenazas Yy repara cualquier dafo, resolviendose cuando las redes moleculares anti-
inflamatorias superan las pro- inflamatorias, un proceso poco comprendido aun. La microglia
también libera factores troficos y anti-inflamatorios como el NGF, el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF), la neurotrofina 4-5 (NT4-5), el factor de crecimiento del tipo insulina 1
(IGF1), la interleuquina 4, e interleuquina 10 que contribuyen a la reparacion y a limitar la
inflamacion. Los procesos anti y pro-inflamatorios de la microglia son influenciados por los
astrocitos y las células inflamatorias T circundantes, que pueden afectar su capacidad fagocitica

y su propiedad de célula presentadora de antigenos (fig.,6).
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Ademas de las microglias y los astrocitos, existen varios otros tipos de células asociadas a la
neuroinflamacion. Entre ellas se encuentran las células T, las cuales son contribuyentes claves
del proceso neuroinflamatorio. Dependiendo de la progresién de la enfermedad, las células T

infiltran el SNC y modulan diferencialmente la reaccién inflamatoria (Beers DR, 2008).

Finalmente, se desconoce el rol en la MICROGLIA EN REPOSO
neuro-modulacién de los precursores ‘g“_“q
oligondendrogliales ampliamente

distribuidos en el sistema nervioso reTAGIOeROGL &

adulto. Se sabe que estas células que Z \

expresan NG2 bajo ciertas MIETOSEANE R MICROGLIA M1
circunstancias se diferencian en ° BT T s D,
astrocitos y neuronas, por lo que s
podrian tener un rol en la . S ¢ '
neuroninflamacion. Por otro lado oo .L.wBDNF .’
también se desconoce el rol de las o o °°° ‘ ’
células ependimales y subependimales | neuroproTeceioN | E

(precursores) en la reaccion glial y en la
neurodegeneracion (Chi et al., 2006).

Figura 6. Microglias. Células de la inmunidad innata del

SNC que median el equilibrio entre la neuroprotecciéon y la
En las enfermedades jtotoxicidad.

neurodegenerativas la inflamacion no

es transitoria sino que es sostenida en el tiempo, probablemente por la presencia persistente del
factor desencadenante. En las formas familiares dominantes de estas enfermedades se cree
que el factor desencadenante son las proteinas mutantes y los agregados proteicos (por
ejemplo, amiloide B1-42 en la enfermedad de Alzheimer's , la a-sinucleina mutante en la
enfermedad de Parkinson y la SOD1 mutante en ELA). Se postula que en estas patologias la
reaccion inflamatoria, cuyo rol principal es combatir el factor desencadenante, se convierte en

un proceso auto-mantenido y amplificado que contribuye al dafio neuronal.

1.8 Activacion glial en la ELA

En tejidos post-mortem de pacientes de ELA y en cortes de meédula espinal de ratones
transgénicos que sobre-expresan la SOD1 mutante humana, se ha observado astrogliosis y

microgliosis como también infiltraciéon de linfocitos T (Engelhardt et al., 1993, Alexianu et al.,
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2001).

La activacion microglial se asocia a la infiltracion de linfocitos T colaboradores y T citotoxicos.
Concomitante a la infiltracibn aumentada de células inflamatorias T, las microglias del
parénquima adquieren propiedades de células presentadoras de antigeno, indicada por la
sobre-expresion de CD11c, CD86 e ICAM, lo que sugiere que las microglias interactuan
intimamente con los linfocitos T infiltrantes (Gowing et al., 2008). En los modelos animales, la
activacion microglial en la region lumbar de la médula espinal comienza antes de la enfermedad
clinica y de la desaparicién de las motoneuronas (Alexianu et al., 2001). En comparacién, la
activacion astrocitaria ocurre simultaneamente a la disminucion de los cuerpos neuronales. Es
de notar que la astrocitosis inicial es mas prominente en el hasta ventral. EI numero de
microglias y astrocitos reactivos aumentan aun mas en la etapa final de la enfermedad (Alexianu
et al., 2001; Gowing et al., 2008).

Pero el aumento en el numero y la activacion de células mieloides no se restringe unicamente al
SNC; en el nervio ciatico de ratones mutantes SOD1 se detectan macréfagos activados en la
etapa pre-sintomatica de la enfermedad. Similarmente a lo observado en humanos, en los
ratones hSOD1°%** | concomitante a la activacién microglial, se observa un aumento de células
T (Beers DR, 2008).

Durante el procesos de activacion, la microglia y los astrocitos, sobre regulan la expresion de
todo un sub-conjunto de marcadores de superficie celular, las quemoquinas y citoquinas. Varios
estudios han demostrado que un numero aumentado de células microgliales resultan de la

proliferacion local de la microglia residente (Solomon et al., 2006, Gowing et al., 2008).

Estudios de trasplante de médula 6sea en ratones mutantes SOD1 letalmente irradiados
sugieren que las células precursoras mieloides son reclutadas de la sangre, infiltran la médula
espinal, y se diferencian en la misma, contribuyendo asi a la microgliosis (Corti et al., 2004,
Solomon et al., 2006, Ohnishi et al., 2009).

A diferencia de la microglia, en los ratones mutantes SOD1, los astrocitos no proliferan con el
progreso de la enfermedad (Gowing et al., 2008, Lepore et al., 2008a). Estas células se
diferencian a partir de células precursoras GFAP negativas, o alternativamente, los astrocitos
residentes sobre-regulan la expresion de este filamento por encima del limite de deteccion

cuando se activan en condiciones patogénicas. Los precursores candidatos son las células
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subependimales, la gila radial, y las células precursoras de oligodendrocitos que expresan NG2.
Las células NG2 generan astrocitos in vitro y durante el desarrollo embrionario pero parecen
carecer de esta funcion en el SNC adulto. Las células ependimales, que se alinean en el canal
central de la médula espinal, tienen caracteristicas del tipo célula madre y podrian contribuir al
aumento en el numero de astrocitos en los pacientes con ELA. Este aumento es similar a lo que
ocurre en la isquemia experimental o en la lesibn de médula espinal, donde las células
ependimales que rodean el ventriculo lateral o el canal central, respectivamente, pueden dar

origen a los astrocitos.

1.9 Factores que influyen en la respuesta neuroinflamatoria

Se han postulado varios factores como potenciales inductores de la respuesta neuroinflamatoria
en pacientes de ELA (Glass et al., 2010). En la médula espinal de ratones SOD1 mutantes y
pacientes con ELA se observa una marcada sobre-regulacion de las quemoquinas como CCL2.
De manera similar, el factor estimulante 1 (CSF1) esta muy aumentado en la médula espinal de
ratones SOD1 mutantes (Elliott, 2001). Estos factores pueden contribuir a la activacion vy
elevada proliferacion de la microglia. El tratamiento de ratones SOD1 mutantes con CSF1, el
cual aumenta la proliferacion microglial y la expresion de citoquinas pro-inflamatorias
fagociticas, exacerba la enfermedad. En contraste en un modelo de ratén APP(Swe)/PS1 de
enfermedad de Alzheimer, el tratamiento con CSF1 disminuye la carga R-amiloide y la pérdida
cognitiva, aumentando la neuroproteccion. Estos hallazgos demuestran nuevamente el rol dual
de la microglia en la neurodegeneraciéon, mediando la accidn neuroprotectora vs. la accidn

neurotoxica dependiente de la interaccion con su entorno y del tiempo de activacion.

Una suposicion logica es que las motoneuronas dafadas inician la respuesta inflamatoria. Un
buen candidato para el posible mensajero asociado a la induccién del estado inflamatorio de la
microglia y los astrocitos es la SOD1 mutante. La SOD1 mutante, pero no la SOD1 normal, es
liberada por las motoneuronas a través de un proceso del tipo chaperona cromogranina. Los
datos in vitro sugieren que la SOD1 mutante ejerce una accion téxica en las motoneuronas, pero
unicamente en la presencia de células microgliales mediante un mecanismo mediado por CD14-
TLR (receptor del tipo toll), lo cual aumenta los niveles de las especies reactivas el oxigeno
(ROS). La sobre-expresioén in vivo de cromogranina A acelera la progresion de la enfermedad

mediante el aumento de la cantidad de especies mal plegadas de la SOD1.

Microglias. Las microglias de la médula espinal de pacientes con ELA sobre-regulan la
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expresion de marcadores de células dendriticas y de células presentadoras de antigeno, como
CD86 y CD11c, posiblemente ligando la activacion microglial a la activacion de células T. La
reduccion en el numero de células T resulta en un aumento sustancial de la expresion de
moléculas neurotoxicas como Nox2 y TNFa, y una concomitante reduccién en factores
neurotréficos como IGF1, GDNF, BDNF y GLT1 y GLAST (también conocido como SLC1A3)
(Beers DR, 2008); esto podria explicar el efecto beneficioso de las células T. Las células T
CD4+ expresan altos niveles del factor anti-inflamatorio IL-4, la cual podria inducir el fenotipo
neuroprotector en la microglia circundante. Es de destacar que la células T también influencian
el comportamiento astroglial, reduciendo su expresion de GFAP en etapas tempranas de la
enfermedad, pero no en la final, y modulando la contribucion de los astrocitos a la respuesta
inflamatoria mediante la modulacion de los niveles de expresion de GLT1 y la liberacion de

factores neurotroficos.

La sobre-expresién de la SOD1 mutante parece hacer a la microglia mas neurotoxica que la
microglia normal o no transgénica. (Boillee et al., 2006). Muchos estudios han reportado
expresion aberrante de un rango de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-18 y el TNFa
mediante el cultivo de microglia que expresan la SOD1 mutante (Weydt et al., 2004).
Similarmente en los pacientes de ELA y en los modelos murinos se encuentran aumentados
muchos mediadores pro-inflamatorios (Elliott, 2001, Hensley et al., 2002). Adicionalmente, dado
los niveles aumentados de NADPH oxidasa y NOS2, los niveles de superoxido y nitrito o nitrato
pueden aumentar (Beers et al., 2006, Wu et al., 2006). Las ROS inducen la per oxidacion de
lipidos y la carbonilacion de proteinas, impidiendo y comprometiendo la integridad y funcién de

las neuronas y células gliales.

Se ha reportado que en los pacientes de ELA y en los ratones SOD1 mutantes la expresion de
la ciclooxigenasa 2 (COX2), una enzima importante para la sintesis de prostanoides pro-
inflamatorios, se encuentra aumentada (Almer et al., 2001). Los inhibidores de prostaglandinas,
celecoxib y nimesulide, mostraron eficacia en retrasar el comienzo de la enfermedad y mejorar
la sobrevida de ratones mutantes SOD1, mediante el bloqueo de la actividad COX2 (Almer et
al., 2001, Drachman et al., 2002). Sin embargo estas drogas no afectan la progresion de la
enfermedad, la cual es un parametro mas relevante al extrapolar los resultados de pruebas en

ratones a estudios en humanos.

Otro mecanismo interesante es la via de Fas, la cual vincula a la funcion microglial con

moléculas oxidativas como el NO, y a una via apoptética a la cual las motoneuronas parecen
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ser particularmente sensibles (Raoul et al., 2002). El papel de las subunidades de la NADPH
oxidasa del complejo NADPH oxidasa es notable; la expresion de la SOD1 mutante aumenta la
activacion de la subunidad Nox2 (también conocido como GP91-PHOX) del complejo, el cual
lleva a niveles elevados de ROS (Harraz et al., 2008). La inhibicién o deplecion de la NADPH
oxidasa lleva a retraso sustancial en la progresion de la enfermedad y un aumento en la
supervivencia de los ratones mutantes SOD1, como ha sido reportado por algunos autores
(Harraz et al., 2008) pero no todos (Wu et al., 2006), posiblemente debido a las diferencias en el

contexto genético entre los ratones utilizados para este ultimo trabajo.

Muchos estudios se han enfocado en el papel de un factor pro-inflamatorio potencialmente
relevante (usualmente unico) asociado a la neurotoxicidad microglial. Generalmente la
eliminacién de un factor como por ejemplo TNFa, IL-1B, o NOS2 (Martin et al., 2007) no
resultaron en cambios significativos en la supervivencia (Nagai et al., 2001, Martin et al., 2007).
Por tanto, es probable que flanquear un unico factor sea insuficiente debido a la abundancia
funcional y redundancia de mediadores inflamatorios. Por ejemplo, TNFa sefializa a través de
diferentes receptores y su efecto funcional depende de la localizacién y el momento de su
expresion. Estas diferencias podrian explicar porqué la eliminacién de la expresién de TNFa en
un modelo ratbn SOD1 mutante (G37R) no afecta la enfermedad. Por otra parte, otros factores
podrian compensar la ausencia de TNFa, como fue demostrado para la IL-1B y el receptor de
tipo toll 2 (TLR2), los cuales, tras la eliminacién de TNFa, son sobre-regulados. A la inversa, se
ha demostrado eficacia en el tratamiento de ratones SOD1 mutantes con drogas anti-
inflamatorias que pueden tener efecto en varios aspectos de la respuesta inflamatoria.

Las microglias que expresan la SOD1 mutante pueden también aumentar la expresion de
factores que confieren neuroproteccion. Estas microglias pueden aumentar la expresion de IGF1
in vivo aunque in vitro liberan niveles menores (Xiao et al., 2007). También la microglia sobre-
regula la expresion de la molécula neuroprotectora progranulina mientras progresa la

enfermedad (Van Damme et al., 2007)

Astrocitos. Las vias mediante las cuales los astrocitos activados pueden contribuir a la muerte
de las motoneuronas estan comenzando a emerger. La expresion de la SOD1 mutante parece
resultar en una pérdida de los efectos beneficiosos normales de los astrocitos en las
motoneuronas, y en la liberacion de factores toxicos por los astrocitos activados (Dias-Amarilla
et al., 2011). Normalmente los astrocitos protegen a las motoneuronas de la excitotoxicidad, un

mecanismo que se piensa tiene un rol patogénico tanto en la ELA humana como en los modelos
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murinos.

Este rol protector parece estar involucrado en pacientes de ELA y en ratones SOD1 mutantes;
hay una disminucién significativa en la expresion del transportador de glutamato EAAT2 (GLT1
en ratdn) (Rothstein et al., 1992, Rothstein et al., 1995, Bruijn et al., 1997, Howland et al., 2002).
Las neuronas pre-sinapticas que funcionan normalmente pueden modular los niveles de GLT1 o
EAAT2 en los astrocitos mediante la induccion del reclutamiento del factor KBBP al promotor de
GLT1, aumentando la expresiéon de GLT1. La reduccion de la sefalizacion neuronal luego de
una injuria neurodegenerativa resultara en una transcripcion reducida del transportador de
glutamato. Concentraciones aumentadas de glutamato e la hendidura sinaptica que resultan de
la pérdida de esta funcion limpiadora, podrian sobre-estimular los receptores AMPA y NMDA en
las motoneuronas resultando en una entrada elevada de calcio en las motoneuronas vy
consecuentemente en la muerte celular . La sobre-expresion de GLT1 en los astrocitos (Guo et
al., 2003) o el aumento de su expresion con ceftriaxona (Rothstein et al., 2005) afecta
positivamente a la degeneracion de las motoneuronas en ratones SOD1 mutantes. Un aumento
en la funcion de EAAT2 también puede explicar los efectos beneficiosos del trasplante de
células precursoras gliales restringidas en la médula espinal de ratas SOD1 mutantes (Lepore et
al., 2008b). Ademas los astrocitos normalmente reducen la permeabilidad al Ca*+ de los
receptores de glutamato del tipo AMPA mediante la induccion de la expresion de la subunidad
Glur2 (también conocido como Gria2) en las motoneuronas. Esta accion es inhibida por la
presencia de la SOD1 mutante, haciendo a las motoneuronas vulnerables a la excitotoxicidad.
Estos estudios sugieren que los astrocitos protegen a las motoneuronas de la muerte celular
excitotoxica, una funcidén que se pierde en la presencia de la SOD1 mutante.

Los astrocitos modulan la integridad neuronal a través de la liberacion de factores neurotroficos,
de los cuales se han estudiado muy bien los siguientes ejemplos: GDNF, BDNF, IGF1 y VEGF.
La administracion exdgena de estos factores aumenta la sobrevida de las motoneuronas en el

modelo de SOD1 mutante.

Aparte de perder sus efectos beneficiosos normales en las neuronas, los astrocitos afectados
por la ELA parecen también liberar factores que son peligrosos para las motoneuronas. In vitro,
los astrocitos que expresan la SOD1 mutante, liberan mas factores neurotdéxicos que los
astrocitos normales (Di Giorgio et al., 2007, Nagai et al., 2007;). Al igual que la microglia, los
astrocitos sobre-regulan la expresion de NOS2, promoviendo la generacion de ROS y NOS. El

aumento en la expresién de moléculas relacionadas al estrés oxidativo puede ser contrarrestada
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por la sobre-regulacion astrocitaria del antioxidante Nrf2 (también conocido como NFE2L2)
retrasando el comienzo de la enfermedad en los ratones SOD1 mutantes (Vargas et al., 2008).

1.10 Citoquinas

Las citoquinas comprenden un grupo de polipéptidos pequefios (8-30 kDa) de enorme
diversidad en sus posibles acciones. Las citoquinas actuan en concentraciones muy bajas (de
nano molar a pico molar) y sefializan autocrina o paracrinamente, modulando la actividad celular
local influyendo en su supervivencia, crecimiento, y diferenciacion. En respuesta a la
enfermedad, a una injuria, a lesiones y a infecciones la concentracion de citoquinas se eleva
rapidamente y desempefian un papel importante en la reparacion de tejidos en estos estados
patologicos agudos. Estos péptidos tradicionalmente han sido clasificados tanto como pro-
inflamatorios o anti-inflamatorios dependiendo de su accion en el tejido periférico.

El TNFa es un mediador central de la neuroinflamacion. Es mayoritariamente producido por la
microglia y en menor medida por los astrocitos y las neuronas . El TNFa se presenta tanto como
una proteina de 26kDa unida a la membrana y como una forma soluble de 17KDa generada por
una actividad de la metaloproteasa (TACE; ADAM17). La sefalizacién de TNFa es a través de
receptores. EI TNFR1 es expresado ubicuamente por todos los tipos celulares y TNFR2
presente en niveles menores en subtipos neuronales especificos y células gliales. TNFR1
parece estar implicado en promover la muerte a través de la activacién de las proteinas pro-
apoptoticas o la sobrevida neuronal mediante el incremento de la actividad de NF-kB. Tras la
uniéon de TNF, la disociacion de una proteina silenciadora permite al dominio de muerte
intracelular interactuar con la proteina adaptadora del receptor de TNF asociado a la muerte
(TRADD). Dependiendo del contexto celular, la asociacion TRADD- TNFR1 permite el
reclutamiento de distintos complejos de sefializacion, llevando a la muerte o sobrevida neuronal.
La senalizacion a través de TNFR2 comparte varias cascadas iniciadas por TNFR1.
Especificamente, TNFR2 actua mediante un numero diferente de vias de sefalizaciéon que
aumentan la transcripcion de factores anti-apoptoticos y pro-inflamatorios mediante NF-kB. El
TNFR2 responde preferencialmente a la unién del TNF unido a la membrana y no posee un
dominio de muerte. Se lo asocia a la funcién protectora y reguladora del TNFa en el SNC.

La familia de IL-1 consiste de varios tipos diferentes de proteinas incluyendo, IL-1q, IL-1b e IL-
1AR, participan en la neuroinflamacion. La IL-1a se encuentra principalmente como una proteina

unida a la membrana que participa en la sefalizacion autocrina y paracrina. La IL-1b se
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encuentra tipicamente en una forma soluble secretada. Tanto IL-1a como IL-1b se sintetizan
como pro-formas las cuales son luego escindidas por proteasas para generar las proteinas
maduras . La sefalizacion de la mismas es mediada por el mismo receptor IL-1RI. La unién del
ligando a IL-1RI resulta en un cambio conformacional que permite su asociacion con una
cadena accesoria al receptor la IL-1RAcP. Este complejo de alta afinidad puede reclutar
numerosas proteinas adaptadoras incluyendo MyD88 y TRAF6 y consecuentemente la
activacion de amplio espectro de quinasas como IRAK1, IRAK4, TAK, MAPK, p38, JNK y
ERK1/2.

La interleuquina 6 también tiene un rol principal en la neuroinflamacion. Se caracteriza como
una glicoproteina de 26kDa que se une y activa un complejo receptor comprendido de un IL-6R
y dos gp130. Ademas mediante splicing alternativo se puede formar una forma soluble del IL-6R
(slL-6R) que participa en la trans-senalizacion de IL-6. La IL-6 mediante su receptor activa
multiples vias de sefalizacion incluyendo JAK1, JAK2 y TYK2 las cuales puede fosforilar STAT1
y STAT2 los cuales se traslocan al nucleo para promover la transcripcién de genes blanco.
Entre ellos se encuentran los interferones involucrados en la respuesta inmune innata, y genes
que modulan la sobrevida y la proliferacion celular como la ciclina D1, c-myc, c-fos, survin,c-

IAP2, Bcl-xL, y Bcl-2. El receptor activado también puede iniciar sefializacion mediante MAPKSs.

Las vias de senalizacion descritas anteriormente ilustran Unicamente una pequeia porcion de la
complejidad de las acciones de las citoquinas pro-inflamatorias. Si bien se ha establecido un
vinculo claro entre estas citoquinas y la neurodegeneracion, sus mecanismos de sefalizacion
parecen involucrar un equilibro ente la promocidn de la supervivencia celular y la apoptosis y las
respuestas pro-inflamatorias. Entre las vias conocidas se encuentra la modulacion de la
excitabilidad neuronal y la liberacion de neurotransmisores. Evidencia reciente indica que la IL-1
puede mediar el aumento en la excitabilidad neuronal mediante la interacciones directa con el
receptor de NMDA e inhibicion de los canales inducibles de calcio y potasio. Las citoquinas pro-
inflamatorias pueden también irrumpir el balance idnico neuronal mediante la alteracion de la
expresion de los canales ionotrépicos, la liberacion y la expresion de receptores de

neurotransmisores.
1.11 Desde el modelo animal a estrategias terapéuticas

Resultados de varios ensayos terapéuticos investigando los efectos beneficiosos de los

compuestos inmuno-activos o anti-inflamatorios, y del trasplante de células mieloides, no han
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mostrado efectos curativos de la ELA (Philips and Robberecht, 2011). La inmunosupresion total
o la inmuno-modulacion (utilizando ciclosfosfamida, ciclosporina, interferon beta, entre otros) ha
sido inefectiva. El farmaco minociclina que reduce la activacion microglial no tiene efectos
protectores en pacientes con ELA . El colexib un inhibidor de la COX2, también ha sido
inefectivo. También han sido inefectivos los antioxidantes como la vitamina E, la coenzima Q10,

utilizados como eliminadores de los mediadores téxicos de la neuroinflamacion.

En un intento de corregir el microambiente deletéreo alrededor de las motoneuronas, Appel y
colaboradores, (Appel et al., 2008; ) estudiaron pacientes sometidos a irradiacion sistémica y
seguido de trasplante de médula 6sea, lo que permite cambiar el fenotipo de las microglia de
origen sanguineo por células del donante sano. Este protocolo no tuvo ningun beneficio en la
supervivencia. Actualmente se encuentran en curso, estudios que investigan la factibilidad del
trasplante de células astrogliales no ELA, mediante el trasplante de células precursoras
destinados a glias (Philips and Robberecht, 2011). Por otro lado, la sub-regulacion no genética
de la expresion de la SOD1 mutante en la microglia podria ser posible. El tratamiento de ratones
SOD1 mutantes con la proteina C activada mejora significativamente la supervivencia por la
disminucién de la concentracion de la SOD1 mutante en las motoneuronas y otras células,
incluyendo a la microglia (Zhong et al., 2009). Sin embargo, permanece por ser investigado si
estas aproximaciones pueden ser terapéuticas en casos de ELA.

La reaccion neuroinflamatoria crea oportunidades para la intervencion. La fig.,7 muestra un
esquema de los mecanismos involucrados en la patogenia de la ELA. Es crucial ahondar en la
investigacion de los efectos opuestos deletéreos y protectores de la neuroinflamacion para
disefar tratamientos para la ELA y otras enfermedades neurodegenerativas.
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Figura 7. Esquema sobre los eventos inflamatorios que conllevan a la neurodegeneracion.
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2. HIPOTESIS

Nuestra hipotesis establece que los astrocitos juegan un papel significativo en la progresién de
enfermedades neurodegenerativas, actuando en circunstancias patolégicas como células pro-
inflamatorias y haciendo intervenir indirectamente a otras células inflamatorias. Esta hipotesis se
apoya en el reciente descubrimiento de una poblacion especifica de astrocitos fenotipicamente
“aberrantes” (células AbAs) con alta capacidad proliferativa y capaces de inducir toxicidad
neuronal. En este contexto surge la prediccion que las células AbAs van a tener un perfil
transcripcional diferente al de otros astrocitos no vinculados a la patologia, que pueda proveer
de nuevos biomarcadores de la enfermedad.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Encontrar y caracterizar un marcador molecular especifico de células AbAs que permita

diferenciarlas de otros tipos de células astrocitarias.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtencion de ARN de astrocitos no transgénicos, transgénicos y aberrantes.

2. Microarreglos de los tres tipos astrocitarios y analisis computacional de los resultados
obtenidos.

3. Identificacién de uno o mas marcadores moleculares de células AbA.

4. Disefio y sintesis de herramientas moleculares (anticuerpos y sondas de ARN) que permitan
la caracterizacion especifica de células AbA.

5. Validacion de los marcadores de células AbA mediante Western blot, inmunocitoquimica e
hibridacion in situ.

6. Caracterizacion in situ de células AbA mediante inmunohistoquimica e hibridacion in situ en
cortes de médula espinal de ratas SOD1G93A+/- y SOD1G93A +/- de 7 meses de la misma

camada.

28



4. MATERIALES Y METODOS

Animales. Los protocolos de experimentacidn utilizados para el mantenimiento de las colonias
de ratas, sacrificio de neonatos y ratas adultas, utilizados para los posteriores protocolos, fueron
aprobados por la Comisibn Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA). Las ratas
transgénicas SprageDawley SOD1G93A L26H fueron adquiridas en Taconic Farms Inc. y
mantenidas en URBE (Facultad de Medicina, UdelaR). Se cruzaron ratas transgénicas con ratas

normales para la obtencion de neonatos transgénicos y no transgénicos.

Genotipado. Se realiza a partir de una muestra de la cola de ratas neonatas y se incubaron en
buffer de lisis (28mM Tris-HCI; 72mM Tris base; 5mM EDTA; 7mM SDS; 200mM NaCl y
20pg/mL de proteinasa K) a 55°C por una hora. Se centrifugo a 10000g por 10 minutos y
se utilizé 1uL del sobrenadante para realizar una PCR con los cebadores correspondientes
a la SOD1 humana (s-CATCAGCCCTAATCCATCTGA y as-CGCGACTAACAATCAAAGTGA).
El resultado de la reaccion fue evaluado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%
con tincibn en base a nitrato de plata. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes :
una desnaturalizacion de 5 minutos a 94°C seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 45
segundos a 60°, 30 segundos a 72° y una terminacién de 10 minutos a 72°.

Cultivos primarios de astrocitos transgénicos y no transgénicos neonatales. Los cultivos
primarios de astrocitos se prepararon a partir de la médula espinal de neonatos de ratade 1 a 2
dias postnatales de acuerdo a los procedimientos de Saneto y De Vellis (1987) con
modificaciones menores (Cassina et al., 2002). Brevemente, se disocié la médula espinal en
tripsina 0.25% (Invitrogen) durante 30 minutos a 37°C. Las células se colectaron por
centrifugacion y se filtraron en un tamiz de disociacion celular de malla de 70pum de poro (Becton
Dickinson), y se sembraron a una densidad de aproximadamente 1.5 x 10° células por frasco de
25cm? en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM-Invitrogen-) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS-Invitrogen-), 3.6g/litro de HEPES (Invitrogen), 100 IU/ml penicilina y
100pg/ml estreptomicina (Invitrogen). Una vez alcanzada la confluencia los cultivos se agitaron
a 250rpm durante 48hrs a 37°C y se incubaron otras 48hrs con 10uM arabinosido de citosina
(Sigma). Se seleccionaron unicamente las mono-capas de astrocitos con una pureza mayor al
98%. Los mismos fueron incubadas en una estufa de atmosfera controlada (5% CO2) a 37°C
hasta alcanzar un 80% de confluencia. Para obtener astrocitos de ambos genotipos en cada

1G93A

preparacion, los cultivos se realizaron a partir de ratas transgénicas hSOD y no
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transgénicas de la misma camada genotipadas por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Se utilizaron ratas Sprague Dawley SOD1G93A L26H (Howland et al., 2002c).

Cultivos primarios de astrocitos de ratas adultas transgénicas sintomaticas (AbAs). Las
AbA se obtuvieron a partir de la médula espinal de ratas SprageDawley SOD1G93A L26H,
heterocigotas, adultas sintomaticas (175 dias) de acuerdo al protocolo de obtencién de cultivo
primario de astrocitos descrito por Saneto y De Vellis (1987) con modificaciones menores
(Cassina et al., 2002; Diaz-Amarilla et al., 2011). Brevemente, los animales se sacrificaron por
anestesia profunda y la médula espinal se disec6 en hielo. Luego de remover cuidadosamente
las meninges la médula espinal se cortd finamente y se disocié con tripsina 0.25% (Invitrogen)
en buffer libre de calcio durante 5 minutos a 37°C. La tripsinizacién se detuvo con DMEM,
10%SFB en presencia de 50ug/ml DNasa | (Roche) y disgregacion mecanica por pipeteo. El
extracto resultante se pasé por una un tamiz de disociacion celular de malla de 70um de poro, y
se sembré en un frasco de 25cm2 en DMEM (Invitrogen) suplementado con 10% de FBS
(Invitrogen), 3.6g/litro de HEPES (Invitrogen), 100 IU/ml penicilina y 100ug/ml estreptomicina
(Invitrogen). Luego de 24 horas se removio el medio de cultivo el cual fue remplazado cada 48
hrs. En el dia 10 in vitro se agregd una capa de 3ml de una solucion de 1% agarosa (Invitrogen)
mantenida a 37°C de acuerdo a los procedimientos descriptos en 2008 por Hassell et al. En el
dia 20 la capa de agarosa se retird como una unica pieza, y las células AbA se pasaron cada
semana. Para ello las células se incubaron durante 5 minutos con 0.25% tripsina sin calcio
(Invitrogen) a 37 °C, se colectaron en DMEM, 10% FBS y se centrifugaron a 250xg durante 10
minutos. El pellet celular resultante se re suspendio en DMEM, 10%FBS, 100 IU/ml penicilina y
100ug/ml estreptomicina (Invitrogen) y las células se sembraron a una densidad de 1 x 10°
células por frasco de 25cm2. Las células fueron incubadas en una estufa de atmosfera
controlada (5% CO2) a 37°C hasta alcanzar confluencia luego de lo cual fueron expandidas
hasta el pasaje numero 3. Crio-preservacion de células AbA. Se congelaron 1.5 x 10° células en
1ml de DMSO: FBS, 1:10, a razén de -1°C/minuto hasta alcanzar los -80% y fueron transferidas

a nitrégeno liquido para su conservacion a largo plazo.

Aislamiento de ARN. Al alcanzar una confluencia de aproximadamente el 90% de la botella de
25 cm? (aproximadamente 1.8 x 10° células) el medio de cultivo se removid, y las células se
lavaron rapidamente con DPBS (Invitrogen). Se aspiro el DPBS, se agrego 1 ml de TriZol
(Invitrogen) y las células se lisaron mecanica y quimicamente mediante pipeteo. Las células
lisadas en TriZol se congelaron rapidamente en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C. El
TriZol inhibe la actividad ribonucleasa (RNasa) preservando la integridad del ARN contenido en
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. e las muestras. La extraccion y purificacion de ARN de los tres
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obtuvo por espectrofotometria midiendo la absorcion de las

bases nitrogenadas a 260nm. Para ello se utilizé el Nanodrop
Figura 8. Diagrama de flujo de

obtencion del ARNc-Cy3. (Thermo) del Institut Pasteur de Montevideo. La integridad del
Extraido de . _ ARN se evalué mediante el "RNA Integrity Number" (Schroeder
http://www.chem.agilent.com/librar

y/usermanuals/public/g4140- et al., 2006), el cual consiste en la medida de la relacion de los

90041_one-color_tecan.pdf o '
—one-color_tecan-p picos ribosomales 18S y 28S. Cuanto mas degrado este el ARN

mas chico sera el RIN. Para dicha evaluacion se sometidé una alicuota de cada una de las
muestras a una separacion electroforética en chips micro-fabricados que luego se analizé por
fluorimetria en el Bioanalyzer (Agilent) del Institut Pasteur de Montevideo. Se seleccionaron las

muestras con un RIN mayor a 8.

Analisis por microarreglos. Se sintetizo ARNc conjugado al fluoréforo Cianina 3 (ARNc-Cy3) a
partir de 200ng de ARN de cada una de las muestras. Para ello se utilizé el kit Low Input Quick
Amp Labeling Kit -One color (Agilent) siguiendo especificaciones del fabricante
(http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/public/g4140-90041_one-color_tecan.pdf).

Basicamente, la reaccion comienza con la sintesis de ADN copia (ADNc) a partir del ARN total
contenido en la muestra utilizando un cebador de poli-desoxitimidinas unido a un promotor para
la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (promotor T7) y una Transcriptasa Reversa (MMLV-RT).
A partir del ADNc obtenido se sintetiza el ARNc con una ARN polimerasa T7 que incorpora al
ARNCc Citosina Tri-fosfato (CTP) conjugada al fluoréforo Cy3 en vez de CTP (fig., 8). El ARNc-
Cy3 obtenido se purificd utilizando el kit RNA Easy Mini Spin Columns (Qiagen) siguiendo
especificaciones del fabricante. EI ARNc-Cy3 purificado se analizé utilizando el Nanodrop. Se

evaluaron los siguientes parametros:

-Concentracion de Cy3 (pmol/ul)
-Relacién de absorbancia de ARN/proteina (260nm/280nm)
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-Concentracion de ARNc (ng/ul)

El analisis por microarreglos se realizo utilizando el Rat GE 4x44K v3 Microarray Kit (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA). Se hibridaron un total de 8 arreglos divididos en 2 muestras
de astrocitos no transgénicos, 3 muestras de astrocitos transgénicos y 3 muestras de AbAs. La
hibridacion y los lavados se realizaron siguiendo especificaciones del fabricante. El escaneo de
los portaobjetos de vidrio se llevo a cabo en el Agilent microarray scanner GenPix 4000B
utilizando el ajuste de parametros por defecto. Los datos en bruto se extrajeron utilizando el
Agilent Feature Extraction Software (FE software -Agilent Technologies, version 11.0.1.1-).
Como control de calidad de los microarreglos se utilizd el Agilent One Color RNA Spike-in kit
(Agilent) y se genero el Quality Control Report (QC Report) con el FE software. Los datos
extraidos se normalizaron con el algoritmo del 75 Percentil Shift utilizando el Gene-Spring GX
12.5 Expression Analysis Software (Agilent Technologies, Mississauga, ON, USA). Para
comparar directamente los microarreglos se realizé una transformacion de la media de la linea
base. Se calcul6 para cada sonda, la media del logaritmo del resumen de valores de todas las
muestras y se resto a cada una de las muestras. Ademas las sondas se filtraron de acuerdo a
los siguientes criterios: sefales positivas y uniformes, no saturadas, y por encima del ruido de
fondo. Para el analisis estadistico de los datos se realizo un ANOVA de una via con la
correccion de Benjamini-Hochberg. Como criterio de selecciéon de genes expresados de forma
significativamente diferencial entre las muestras se utiliz6 un P-valor 0.05 para obtener un
numero razonable de genes regulados diferencialmente entre las muestras. Se consideraron
genes con cambios en la expresion mayores a 2. A partir de los genes diferencialmente
expresados se realizo un analisis de las vias involucradas en el Gene Spring GX 12.5 utilizando
la opcion Single Experiment Analysis. Las vias utilizadas por el software se importaron de:
WikiPathways-Analysis, WikiPathways-Reactome, WikiPathways-GenMAPP, Wiki-Pathways-
Other.

Retro Transcripciéon-Reaccion en cadena de la Polimerasa (RT-PCR). Se retro transcribieron
al azar 2ug de ARN total de cada tipo celular (3 astrocitos no transgeénicos, 3 astrocitos
transgénicos y 3 AbAs) utilizando el SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen)
siguiendo especificaciones del fabricante. Se disefiaron cebadores especificos para kprp (s-
GTATATCCTTGTGTCTATCTTAG y as-TGTTATGTATCTTCCTATTGTC -121pb-) y para la B-
actina (s-TATGGAATCCTGTGGCATC as-GTGTTGGCATAGAGGTCTT-87pb-) como gen
housekeeping utilizando el Software Beacon Designer de Primer Biosoft®. Los cebadores fueron
adquiridos en Integrated DNA Technologies (IDT). Para las reacciones de PCR se utilizaron
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2.5U de Taq DNA polimerasa recombinante (Invitrogen), 0.2mM de dNTP mix (Invitrogen),
1.5mM de MgCl; (Invitrogen) 1ul de cDNA en Buffer de PCR sin Mg2+ (Invitrogen). La PCR de
kprp consto de un primer paso de desnaturalizacion a 94° durante 3 minutos seguido de los
siguientes 35 ciclos: 45 segundos de desnaturalizacion a 94°, 30 segundos de apareamiento a
54.5° y 90 de elongacion a 72°, finalizando con un ultimos paso de extension durante 10 minutos
a 72°. La PCR de la R-actina consto de un primer paso de desnaturalizacion a 94° durante 3
minutos seguido de los siguientes 35 ciclos: 45 segundos de desnaturalizacion a 94°, 30
segundos de apareamiento a 50° y 90 de elongacién a 72°, finalizando con un ultimos paso de
extension durante 10 minutos a 72°. Los productos de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en buffer Tris-acetato-EDTA (TAE- 40mM Tris-acetato,
1mM EDTA, pH 8,2-8,4-) conteniendo Sug/ml de Bromuro de etidio (BrEt). Como marcador de

peso molecular se utilizé el 100pb ladder de Fermentas.

Anticuerpos anti KPRP de rata. Se selecciond un epitope antigénico (CRPQRLDRSPESSW)
de la proteina KPRP para generar anticuerpos poli-clonales de conejo anti rata. Los anticuerpos

fueron desarrollados por encargo en la empresa GenScript (EEUU).
Sondas de ARN sentido y anti-sentido de para kprp de rata.

1. Disefio de cebadores para kprp con adaptadores. Los cebadores se diseharon de manera
tal que el producto de PCR obtenido con los mismos sirviera como molde para la sintesis
de una sonda de ARN complementaria al ARN mensajero (ARNm) de kprp de Rattus
norvegicus. Para ello se obtuvo la secuencia del ARNm de kprp en el Gene Bank
(NM_001002290.1) y se buscaron cebadores a una distancia entre 100 a 150 pb utilizando
el software Primer Premier de Primer Biosoft®. Las secuencias obtenidas se alinearon
utilizando el algoritmo Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) con la coleccion de nucleoétidos
de Rattus novergicus y se seleccionaron los cebadores que hibridan unica y
especificamente a kprp dentro de la totalidad de los transcriptos de rata. A modo de
permitir el clonado direccional de dicha secuencia en un vector de transcripcidn, los
cebadores fueron disefiados con secuencias blanco de las enzimas de restriccion Spel
(cebador sentido) y Ncol (cebador anti-sentido) en sus extremos 5' (adaptadores-indicados

en rojo en las secuencias-). Las secuencias de los cebadores fueron las siguientes:

Cebador sentido: ACTAGTGTATATCCTTGTGTCTATCTTAG (nt: 2676-2698)
Cebador anti-sentido: CCATGGTGTTATGTATCTTCCTATTGTC (nt:2796-2775)
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Amplificacion de la secuencia molde kprp. La obtencion de la secuencia molde para la
sintesis de las sondas sentido y anti-sentido de kprp se realiz6 mediante amplificacion por
PCR a partir del cDNA de las células AbA. Se utilizd 1ul de cDNA por reaccion, 0.2mM de
dNTPs (Invitrogen), 1.5mM de MgCl; (Invitrogen), 0.5uM de cada uno de los cebadores (s-
ACTAGTGTATATCCTTGTGTCTATCTTAG y as-
CCATGGTGTTATGTATCTTCCTATTGTC) y 2.5U de Taq DNA polimerasa recombinante
(Invitrogen) en PCR Buffer -Mg®* (Invitrogen). Las condiciones de amplificacién fueron: 3
minutos de desnaturalizacion a 94°C seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30
segundos a 54°C y 1 minuto 30 a 72°C, finalizado con una extension de 10 minutos a
72°C. Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.8% en buffer TAE y 5ug/ml de BrEt utilizando como marcador de peso molecular el
100pb Ladder de Fermentas. La muestra se dividid en varios carriles, uno de los cuales se
expuso a la luz ultravioleta (UV) como testigo para evitar dafio en la secuencia de las
bandas a ser purificadas y clonadas. Las bandas que no fueron expuestas al UV se
recortaron y se purificaron utilizando el PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen)
siguiendo especificaciones del fabricante. Los productos purificados fueron concentrados
en un evaporador centrifugo en vacio a 50°C hasta sequedad. El pellet se resuspendid en

5ul de agua libre de nucleasas.

Ligacion del amplicon molde kprp en el vector pCR2.1-TOPO. Se utilizaron los 5ul del
producto de PCR purificado (amplicon molde kprp) y concentrado (correspondientes a una
relacion inserto:vector 16:1), 50ng de pCR2.1 lineal (Invitrogen), 5 U de Express Link T4
DNA ligasa (Invitrogen) en Buffer de reaccion T4 DNA ligasa (Invitrogen) y se incubo a

temperatura ambiente durante 30 minutos.

Transformacion de bacterias Xl-1-Blue quimio-competentes con pCR2.1-kprp. Se
descongeld un vial de células XI-1 blue quimio-competentes de alta eficiencia (1 x 10°
ufc/ug de ADN) en hielo durante 5 minutos. Se agregaron 2 pl de reaccion de ligacién, se
mezclo gentilmente y se incubo en hielo durante 30 minutos. Transcurridos los 30 minutos
las células fueron sometidas a un choque térmico de 42° durante 45 segundos, seguido de
2 minutos en hielo. Se agregaron 500ul de medio liquido Luria Bertani (LB- 10g/I de
triptona, 5g/l de extracto de levadura, 5g/l de NaCl-) y se sembraron 50, 100 y 200 pl en
placas de LB agar (LB, 15g/I agar) conteniendo 100ug/ml de ampicilina, 0.5mM de IPTG y
80ug/ml de X-Gal.
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Secuenciacion de clones recombinantes pCR2.1-Kprp. Se picaron 14 colonias blancas a
partir de las cuales se inocularon pre-cultivos que se dejaron crecer durante 12 a 16 horas
a 37°C con 220 rpm de agitacion constante en medio liquido LB conteniendo 100ug/ml de
ampicilina. A partir de dichos cultivos se realizé la extraccion de ADN plasmidico (ADNp)
utilizando el kit NucleoSpin Plasmid de Macherey-Nagel siguiendo especificaciones del
fabricante. La calidad del ADNp obtenido se evalu6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% en buffer TAE conteniendo 5ug/ml de BrEt y en el Nanodrop del Institut
Pasteur de Montevideo. En el nanodrop se cuantifico mediante la absorbancia a 260nm y
se evaluo la contaminacion proteica (indice Azsonm/Azsonm) Y de solventes organicos (indice
Aosonm/A230nm) contenidos en la muestra. EI ADNp se secuencido en el Servicio de

Secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo.

Purificacion de ADNp pCR2.1-Kprp. Se selecciono un clon recombinante cuya secuencia
contenida en el SMC fuese la correspondiente al amplicon molde de kprp. A partir de dicho
clon se realizo la purificacion de ADNp (pCR2.1-kprp) mediante Maxipreparation con el kit
QlAfilter Plasmid Maxi Kit siguiendo especificaciones del fabricante. La calidad del ADNp
obtenido se evalu6 en el Nanodrop y por separacion electroforética en gel de agarosa al
0.8% en buffer TAE conteniendo 5ug/ml de BrEt y.

Digestion de pCR2.1-Kprp con Ncol y Spel. El inserto contenido en el clon recombinante
pCR2.1-kprp fue liberado mediante digestion enzimatica con Ncol y Spel. Se digirieron 10
ug de ADNp (pCR2.1-kprp) obtenido mediante Maxipreparation, con 10U de Ncol
(Fermentas), 10U de Spel (Fermentas), en buffer de reaccién Tango (Fermentas). Durante
16 horas a 37°C. El producto de digestion (Spel-kprp-Ncol y Spel-pCR2.1-Ncol) fue
visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en buffer TAE y 5ug/ml de
BrEt utilizando el marcador de peso molecular 100pb Ladder de Fermentas.

Purificacion de Spel-Kprp-Ncol. El inserto liberado de pCR2.1-kprp, Spel-kprp-Ncol, se
purifico utilizando el kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen). La concentracion y
la calidad del ADN obtenido se evalu6 en el Nanodrop y se concentré en un evaporador
centrifugo en vacio a 50°C hasta sequedad. El pellet se resuspendié en 6ul de agua libre

de nucleasas.

Obtencion de pGEM-T Easy circular. Se ligd el inserto control provisto en el kit pGEM-T
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10.

11.

12.

Easy de Promega en el plasmido pGEM-T Easy lineal. El plasmido pGEM-T Easy lineal, al
igual que el pCR2.1-TOPO, posee en sus extremos 3' una unica dT, permitiendo la ligacién
de fragmentos de ADN con dA en sus extremos 3. El inserto control posee en sus
extremos 3', dA. Por lo tanto, la ligacion del inserto control en el plasmido pGEM-T Easy
(pGEM-Inserto Contol) se realizé mediante el clonaje TA. Para esto se utilizaron 50ng del
vector pGEM-T Easy (Promega), 8ng de inserto control (-Promega- correspondientes a una
relacion molar inserto:vector, 3:1), 3 U de T4 DNA ligase (Promega) en Buffer de ligacion

rapida T4 DNA ligase (Promega). La reaccién se incubd 1 hora a temperatura ambiente.

Transformacion de células XlI-1 blue quimio-competentes con pGEM-Inserto Control. se
procedié de igual manera que en el punto 4.

Busqueda de clones recombinantes pGEM-Inserto Control. Se picaron 4 colonias blancas
a partir de las cuales se inocularon pre-cultivos que se incubaron durante 12 a 16 horas a
37°C con 220 rpm de agitacion constante en medio liquido LB conteniendo 100ug/ml de
ampicilina. A partir de dichos cultivos se realizé la extraccion de ADNp utilizando el kit
NucleoSpin Plasmid de Macherey-Nagel siguiendo especificaciones del fabricante. La
calidad del ADNp obtenido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en
buffer TAE conteniendo 5ug/ml de BrEt. La presencia del inserto control fue evaluada
mediante digestion con las enzimas de restriccion Ncol y Spel. Para esto se utilizaron 1ug
de ADNp, 5 U de Ncol (Fermentas), 5 U de Spel (Fermentas) en buffer de reacciéon Tango
(Fermentas). La reaccion tuvo lugar a 37°C durante 2 horas. Los productos de digestion se
visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE y Sug/ml de
BrEt utilizando el marcador de peso molecular 100pb ladder de Fermentas.

Obtencion de ADNp pGEM-Inserto Control. Se selecciono un clon recombinante pGEM-
Inserto Control y se realizé la extraccion del ADNp, pGEM-Inserto Control, mediante
Midipreparation segun Sambrook y Russell 2001. Brevemente, se pico una colonia
recombinante y se realizd un pre-cultivo de 10ml de LB, 100ug/ml de ampicilina, durante
12 a 16 horas a 37°C con agitacion constante a 220rpm. Las bacterias se colectaron
mediante centrifugacion a 2000xg durante 10 minutos a 4° y se re suspendieron en 200yl
de Solucién de Lisis Alcalina | (50mM Glucosa, 25mM Tris-Cl pH 8, 10mM EDTA pH 8,
20mg/ml de RNasa A libre de DNasas) fria. Se Agregaron 400ul de Solucién de Lisis
Alcalina Il fresca (0.2N NaOH, 1% SDS), se mezcl6 y se agregaron 300ul de Solucién de
Lisis Alcalina Il (3M acetato de potasio, 11.5% de acido acético glacial). Se incubo 5
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13.

14.

15.

16.

minutos en hielo. El lisado de bacterias se centrifugd en microcentrifuga a maxima
velocidad durante 5 minutos a 4° y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo donde se
agrego igual volumen de fenol:cloroformo para la extraccion de proteinas. La emulsion se
centrifugé a maxima velocidad durante 2 minutos a 4°C. Se transfirio la fase acuosa a un
tubo nuevo donde se precipito el ADN con 600ul de 2-propanol a temperatura ambiente.
Los acidos nucleicos fueron recuperados por centrifuagacién a maxima velocidad durante
5 minutos a temperatura ambiente y se lavaron con 1ml de etanol 70%. El pellet de ADNp
se seco al aire y se resuspendio en 100ul de agua ultra pura. La concentracion y calidad
de la muestra fue evaluada mediante espectrofotometria utilizando el Nanodrop.

Digestion de pGEM-Inserto Control con Spel y Ncol. Para obtener el vector pGEM-T Easy
lineal con extremos cohesivos Spel y Ncol se digirieron 8 ug de pGEM-Inserto Control con
10U de Ncol, 10U de Spel en buffer Tango durante 4 horas a 37°C. Los productos de
digestion (Spel-pGEM-Ncol y Spel-Inserto Contol-Ncol) se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en buffer TAE y 5ug/ml de BrEt. Como referencias
se corrieron ademas el marcador de peso molecular 100pb Ladder de Fermentas y 2ul de
una dilucion 1:10 de pGEM-Inserto Control.

Purificacion de Spel-pGEM-Ncol. Los productos de digestion pGEM-Inserto Control se
separaron electroforéticamente en gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE y 5ug/ml de BrEt.
El fragmento correspondiente a Spel-pGEM-Ncol se recorto del gel y se purificd de la
agarosa utilizando el kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen). La concentracion
y calidad del ADN purificado se evalu6 espectrofotométricamente utilizando el Nanodrop y
se concentré en un evaporador centrifugo en vacio a 50°C hasta sequedad. El pellet se

resuspendio en agua libre de nucleasas a una concentracion de 50ng/pl.

Ligacion direccional de Spel-kprp-Ncol en Spel-pGEM-Ncol El fragmento de extremos
cohesivos Spel-kprp-Ncol se ligdo en el vector de extremos cohesivos Spel-oGEM-Ncol
50ng de Spel-pGEM-NCcol, 35ng de Spel-Kprp-Ncol (correspondientes a una relacion molar
inserto:vector 16:1), 5 U de Express Link T4 DNA Ligasa (Invitrogen) en buffer de reaccién
T4 DNA ligase (Invitrogen). La reaccion tuvo lugar a temperatura ambiente durante 30

minutos.

Transformacion de células XlI-1blue quimio-competentes con pGEM-Kprp. se procedié de

igual manera que en el punto 4.
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18.

19.

20.

21.

Busqueda de clones recombinantes pGEM-kprp. Se picaron 10 colonias blancas a partir de
las cuales se largaron pre-cultivos durante 12 a 16 horas a 37°C con 220 rpm de agitacion
constante en medio liquido LB conteniendo 100ug/ml de ampicilina. A partir de dichos
cultivos se realizdo la extraccion de ADNp utilizando el kit NucleoSpin Plasmid de
Macherey-Nagel siguiendo especificaciones del fabricante. La calidad del ADNp obtenido
se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE conteniendo
5ug/ml de BrEt y se cuantificé en el Nanodrop. EI ADNp se secuencio en el Servicio de
Secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo con los cebadores T7 y SP6.

Obtencion de ADNp de buena calidad de pGEM-kprp. Una vez obtenidas las secuencias
se selecciond un clon recombinante pGEM-kprp y se amplifico y purifico mediante
Maxipreparation utilizando el kit QlAfilter Plasmid Maxi Kit siguiendo especificaciones del
fabricante. La calidad del ADNp obtenido se evalu6 en el Nanodrop y por separacion
electroforética en gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE conteniendo 5ug/ml de BrEt.

Obtencion de pGEM-kprp-Spel (molde anti-sentido) y pGEM-kprp-Ncol (molde sentido).
Para la sintesis de las sondas sentido y anti-sentido para kprp se utiliz6 como molde el
plasmido pGEM-kprp linealizado con Ncol y Spel respectivamente. Para ello se utilizaron
10ug de ADNp pGEM-kprp, 20U de Ncol (molde sentido -Fermentas-) o 20 U de Spel
(molde anti-sentido -Fermentas-) en buffer de reaccion Tango (Fermentas). Las reacciones
de digestion tuvieron lugar a 37°C durante 16 horas. Los productos de digestién (pGEM-
kprp-Spel y pGEM-kprp-Ncol) se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8% en buffer TAE conteniendo 5ug/ml de BrEt.

Tratamiento de pGEM-kprp-Spel y pGEM-kprp-Ncol con Proteinasa K. Luego de verificar
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% la digestibn completa de pGEM-kprp
con Spel y Ncol, los moldes pGEM-kprp-Spel y pGEM-kprp-Ncol se sometieron
paralelamente a un tratamiento con proteinasa K con el fin de eliminar la posible
contaminacion con ARNasas de las muestras. Para ello las muestras se incubaron durante
30 minutos a 50°C con 200ug/ml de Proteinasa K (Sigma) en 0.5% Dodecilsulfato sodico
(SDS).

Purificacion de pGEM-kprp-Spel y pGEM-kprp-Ncol. Una vez finalizado el tratamiento con

Proteinasa K, se agrego a las muestras 1 volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
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22.

23.

(25: 24: 1-Sigma-). Se mezclaron hasta formar una emulsion, la cual se centrifugé a 12000
xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se recuperaron las fases acuosas y se
realizaron dos extracciones sucesivas con cloroformo agregando igual volumen de
cloroformo y centrifugando a 12000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se
recuperaron las fases superiores y luego de la segunda extraccion se precipitdo el ADN de
cada muestra con etanol. Para la precipitaciéon de los acidos nucleicos contenidos en la
muestra se utilizaron 3 volumenes de etanol, 1/10 volumenes de Acetato de Sodio 3M pH
5.2 (AcNa) y se incubd durante 30 minutos a -20°C. Se centrifug6 a 14000 xg durante 15
minutos a 4°C y el pellet se lavo con 500ul de etanol 70%. El ADN se colecto mediante
centrifugacion a 14000 xg durante 15 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se
descarté y el ADN se seco al aire. Una vez eliminada toda traza de etanol, el mismo se
resuspendido en 10ul de agua libre de nucleasas. La concentracién y calidad del ADN
obtenido se evalud en el Nanodrop.

biot y, s-kprp®. La sintesis de las sondas anti-sentido kprp

biot

Sintesis y marcaje de as-kprp
(as-kprpb’Ot) y sentido kprp (s-kprp™), se sintetizaron a partir de pGEM-kprp-Spel y pGEM-
kprp-Ncol utilizando las ARN polimerasas T7 y SP6 y se marcaron con biotina. Para la
sintesis de la sonda anti-sentido se utilizaron: 1.63 pmoles de pGEM-kprp-Spel, 30 U de
ARN polimerasa T7 (Ambion), 2mM ATP (Roche), 2mM CTP (Roche), 2mM GTP (Roche),
1.3mM UTP (Roche), 0.7mM UTP-16-biotina en Buffer de Transcripcion (Ambion). Para la
sintesis de la sonda sentido se utilizaron: 1.35 pmoles de pGEM-kprp-Ncol, 40 U de ARN
polimerasa SP6 (Ambion), 1TmM ATP (Roche), TmM CTP (Roche), 1mM GTP (Roche),
0.65mM UTP (Roche), 0.35mM UTP-16-biotina en Buffer de Transcripcion (Ambion). Las
reacciones de transcripcion tuvieron lugar a 37°C durante 16 horas. Finalizadas las
transcripciones, se digirio el ADN molde, con 2U de DNasa | TURBO (Ambion) durante 15

minutos a 37°C.

Analisis de las reacciones de transcripcion. La eficiencia de las reacciones de transcripcion
se estimé cuantificando el ARN obtenido en el Nanodrop. La especificidad de las mismas
se evalué mediante electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa al 1.8% conteniendo
formaldehido. Para ello se calentaron 1.8 g de agarosa, 10ml de 10X Buffer de Gel de
Agarosa Formaldehido pH 7 (200mM 3-[N-morpholino]propanesulfonic acid -MOPS-,
50mM acetato de sodio, 10mM EDTA) en 100ml de agua libre de nucleasas hasta disolver
la agarosa. La mezcla se enfri6 a 65°C y se agregaron 1.8ml de 37% (12.3M) de
formaldehido y 1ul de BrEt 10mg/ml. Se mezclo bien y se enfrio en el soporte del gel. El
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24,

mismo se equilibré en 1X Buffer de Corrida de Gel de Agarosa Formaldehido (100ml 10X
Buffer de Gel de Agarosa Formaldehido pH 7, 20ml 37% (12.3M) formaldehido, 880ml de
agua libre de nuecleasas) al menos 30 minutos antes de la corrida. Se utilizaron 5pl de
cada reaccion de transcripcion disuelta en 116l de agua libre de nucleasas, a los cuales
se les agrego 1.25ul de 5X Buffer de carga (16ul de solucidn acuosa saturada de azul de
bromo-fenol, 80ul 500mM EDTA pH 8, 720ul 37% (12.3M) formaldehido, 2ml 100%
glicerol, 3.084ml formamida, 4ml 10X Buffer de Gel de Agarosa Formaldehido pH 7, agua
libre de nucleasas c.s.p. 10ml) y se calenté a 65°C durante 5 minutos. La electroforesis se
realizé a 7 V/cm en 1X Buffer de Corrida de Gel de Agarosa Formaldehido.

Purificacion de las sondas. Una vez finalizada la digestiéon del ADN molde, las sondas se
purificaron mediante extraccion con fenol: cloroformo. Para ello, se agregaron 116ul de
agua libre de nucleasas y se estimo la eficiencia de la reaccion de transcripcion en el
Nanodrop. Se agregaron 15ul de AcNa 3M pH 5.2, se mezclo y se agregaron 150yl de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1-Sigma-). Se mezclo hasta formar una
emulsion y se centrifugd a 12000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se
transfirio la fase acuosa y se agreg6é igual volumen de cloroformo. Luego de
homogeneizado se centrifugd a 12000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se
recupero la fase acuosa y el ARN se precipité con 2-propanol de la siguiente manera: se
agrego 1 volumen de 2-propanol, se mezclo bien y se incubd durante 20 horas a -20°C.
Transcurridas las 20 horas el ARN se precipitd a velocidad maxima en un micro centrifuga
durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se descarté y el ARN se resuspendié en 200l
y S_kprpbiot

biot

de agua libre de nucleasas. Las sondas as-kprp purificadas se cuantificaron

utilizando el Nanodrop.

Extraccion de proteinas totales de astrocitos N-Tg, Tg y AbA. Las células se cultivaron a

37°C en atmosfera controlada con 5%CO, hasta alcanzar el 80% de confluencia. Al alcanzar

dicha confluencia las células se lavaron sobre hielo con PBS frio y se lisaron con 1ml de RIPA
buffer (150mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 50mM Tris pH 8)
cada 107 células, el cual solubiliza las proteinas de toda la célula. Las células se rasparon con

un raspador de células, siempre sobre hielo. La suspensiéon celular se transfirié a un tubo de

micro-centrifuga y se sometid a agitacion durante 30 minutos a 4°C. El lisado se centrifugé a

12000 rpm en una micro-centrifuga a 4°C. Se recupero el sobrenadante conteniendo las

proteinas solubilizadas.
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Cuantificacion de proteinas. La concentracion de proteinas obtenida para los astrocitos N-Tg,
Tg y AbA se determind mediante un método derivado colorimétrico, el ensayo del Acido
Bicinconinico (BCA). El BCA es el método mas sensible (0.5-10ug) y el que muestra menos
interferencia. La sal sédica del acido bicinconinico es un compuesto con la capacidad de formar
un complejo purpura intenso con iones Cu™ en un medio alcalino. Este reactivo forma la base
de un método analitico capaz de monitorizar el ion cuproso producido en la reaccidn entre las
proteinas con Cu?* en medio alcalino (reaccion de Biuret). En este caso se utilizo una curva
estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA) de 2mg/ml, 1.5mg/ml, 1mg/ml, 0.75mg/ml, 0.5mg/ml,
0.25mg/ml, 0.125mg/ml, 0.025mg/ml. En una placa de 96 pocillos se sembré en cada pocillo
200ul de BCA: CuSO4 50:1 y se le agrego 5ul de proteina. Se utilizaron diluciones 1/10 y 1/50
de la muestra. La reaccion de Biuret tuvo lugar a 37°C durante 30 minutos. Se midio la
absorbancia a 570nm. A partir de los valores obtenidos se realizo la curva estandar de BSA y se
determind la ecuacion de la recta. La concentracion de proteinas contenida en las muestras (x)
se determiné como x=(y/a)-b, donde y es el valor de absorbancia, a es la pendiente y b el corte

en el origen.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Las proteinas
provenientes de los astrocitos N-Tg, Tg y AbA (obtenidas de acuerdo a 4.8.1.a-c) se separaron
en funcién de su peso, tamafo y forma mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes conteniendo SDS (SDS-Page). Para ello se desnaturalizaron 40
Mg de proteinas de cada muestra en 2X Laemmli buffer (Laemmli, 1970- 4%SDS, 10% 2-
mercaptoetanol, 20% Glicerol, 0.004% azul de bromo-fenol, 0.125 M Tris HCI, pH 6.8) a 98°C
durante 5 minutos. Las proteinas desnaturalizadas se mezclaron por vortex y se cargaron en un
gel 10% de poliacrilamida (Gel separador: 9.67% acrilamida, 0.33% bis-acrilamida, 0.375M Tris
HCI pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% persulfato de amonio -APS-, 0.01% TEMED; Gel concentrador:
5.8% acrilamida, 0.2% bis-acrilamida, 0.125M Tris HCI pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.01%
TEMED) donde fueron sometidas a un diferencial de potencial eléctrico en buffer de corrida
(25mM Tris, 0.192M Gilicina, 0.1% SDS). Como marcador de peso molecular se utilizo el

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas).

Transferencia de proteinas a membrana de difluoruro de polivinilideno (PDVF). Una vez
separadas las proteinas mediante SDS-Page, las mismas fueron transferidas a una membrana
hidrofébica Hybond-P de PDVF (Amersham). Para ello se removio el gel de concentracién y el
gel separador conteniendo las proteinas se incubo durante 20 minutos en buffer de
transferencia (25mM Tris, 0.192M Gilicina, 0.1% SDS, 20% etanol). La membrana de PDVF se
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lavo 10 segundos en metanol, 5 minutos en agua destilada y se equilibré durante 10 minutos en
buffer de transferencia. La membrana (polo positivo) y el gel (polo negativo) se pusieron en el
casete de transferencia y se sometieron a una diferencia de potencial a corriente constante de
300mA durante 1.5 horas a 4°C en la unidad de transferencia TE22 MiniTank Transfer Unit (GE
Healthcare). . La eficiencia de la transferencia se chequedé mediante la tincion de la
membrana con rojo PonceauS durante un minuto a temperatura ambiente con agitacion
suave. Seguidamente, la membrana se destifid mediante lavados con agua destilada hasta que
las bandas fueron visibles. Para destefir totalmente la membrana se realizaron lavados

sucesivos con agua destilada.

Inmuno-deteccion de KPRP mediante western blot. Una vez transferidas las proteinas a la
membrana de PDVF (de acuerdo a 4.8.1.e) la misma se lavo con PBS. Los sitios inespecificos
de union se bloquearon con 5% de leche descremada en TBS-T (50mM Tris, 150mM NaCl,
0.1% Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se enjuagd 2 veces con
y se lavo durante 5 minutos con TBS-T. La deteccién de KPRP en la membrana se realiz6 de
manera indirecta mediante un reactivo quimio-luminiscente dependiente de la actividad de la
peroxidasa de rabano (HRP). Para ello se incubd la membrana con 4ug/ml de anticuerpo
primario producido en conejo anti-KPRP de rata (GenScript) en 5% de leche descremada TBS-T
durante 16 horas a 4°C. El exceso de anticuerpo se lavo 3 veces con TBS-T durante 10 minutos
a temperatura ambiente. El anticuerpo primario se reconocié con una diluciéon 1:4000 de
anticuerpo de cabra anti IgG de conejo conjugado a la peroxidasa de rabano (HRP-Abcam-) en
5% de leche descremada TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente. El exceso de
anticuerpo secundario se lavo 6 veces con TBS-T durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Para la deteccion quimio-luminiscente de KPRP se utilizd el reactivo ECL Western Blotting
Substrate (Pierce). La membrana se coloco sobre una superficie limpia, plana y no absorbente,
se cubrié con el reactivo de deteccion (aprox. 0,125 ml de reactivo/cm2 de membrana) y se
incubd durante 1 min a temperatura ambiente. Finalmente, la membrana se expuso a placas de
autorradiografia (Amersham Hyperfiim ECL), en el cassette de revelado (Amersham
Hypercassettes) y se incubd durante 15 seg, 5 min y 30 min. Luego las placas de
autorradiografia se revelaron sumergiéndolas solucidon de revelado AGFA y luego de
enjuagarlas con agua, las placas se sumergieron en solucion de fijacion (Na2S203 2,3M,
Na2S205 0,01 M).

Gelatinizacion de cubreobjetos. La gelatinizacion de cubreobjetos estériles utilizados para
inmunocitoquimica (ICQ) se realiz6 de acuerdo a Fischer et al., (2008). Brevemente, los
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portaobjetos se limpiaron con una solucion de NaOH 2N durante 2 horas a temperatura
ambiente, se enjuagaron con abundante agua, y se sumergieron en una solucion 0.2% gelatina
(Sigma), 0.02% de sulfato de potasio cromico (Sigma) durante 2 minutos a 4°. Los cubreobjetos
se secaron durante toda la noche a temperatura ambiente y se esterilizaron 45 minutos con luz

UV bajo un flujo laminar.

Obtencién de cubreobjetos para FISH e ICQ de células AbA. Se descongel6 un crio vial de
células AbA, pasaje 2 de la siguiente manera: el tubo almacenado en nitrogeno liquido se
incubo durante 5 minutos en un bafo liquido a 37°C. Las células se transfirieron a un tubo de 15
ml y se les agregd 5ml de medio DMEM 10% FBS conteniendo penicilina (100 1U/ml), y
estreptomicina 100ug/ml. Se centrifugd a 1.5 rpm durante 5 minutos, se aspiro el medio y se
lavé con DPBS. Las células se sembraron en una botella de 25cm? y se incubaron en estufa de
atmosfera controlada (5% CO-) a 37°C hasta alcanzar el 90% de confluencia, cambiandoles el
medio cada 48 horas. Una vez alcanzada la confluencia, se aspiro el medio, se lavé con DPBS y
las células se desprendieron de la placa con 0.25% Tripsina, 0.02% EDTA a 37°C durante 3
minutos. Las células se recuperaron en un tubo de 15ml conteniendo 5 ml de medio DMEM 10%
FBS conteniendo penicilina (100 1U/ml), y estreptomicina 100ug/ml. Se colectaron por
centrifugacion a 1.5 rpm durante 5 minutos y se lavaron con DPBS. Se re-suspendieron en
medio DMEM 10% FBS conteniendo penicilina (100 1U/ml) y estreptomicina 100ug/ml y se
sembraron en cubreobjetos gelatinizados en placas de 35mm. Se incubaron en estufa de
atmosfera controlada (5% CO») a 37°C hasta alcanzar el 70% de confluencia cambiandoles el
medio de cultivo cada 48 horas.

Obtencion de portaobjetos para FISH e ICQ de células gliales provenientes de la médula
espinal de ratas SOD1%%** /., Con el fin de analizar la expresion de la proteina KPRP vy el
ARNmM kprp en las diferentes poblaciones gliales de la médula espinal de ratas SOD1¢%** -/-, se
realizaron cultivos primarios a partir de la médula espinal de ratas de 2 dias post-natales
siguiendo el siguiente protocolo: se sacrificaron mediante decapitacion 4 neonatos SOD1G93A y
se les extrajo la médula espinal en DPBS. Se removieron cuidadosamente las meninges para
evitar la contaminacion del cultivo con fibroblastos, y se trituré la médula espinal en DMEM 10%
FBS conteniendo penicilina (100 1U/ml), y estreptomicina 100ug/ml. Luego de una breve
centrifugacion, se aspird el medio y se sometio al tejido a una hidrdlisis proteica con 0.25%
tripsina, 0.02% EDTA durante 20 minutos a 37°C. Transcurridos los 20 minutos, la tripsina se
aspiro y se agregé DMEM 10% FBS conteniendo penicilina (100 IU/ml), y estreptomicina
100pg/ml. Se centrifugd a 1000 rpm, durante 10 minutos y las células colectadas en el pellet se
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re-suspendieron en 5 ml de medio DMEM 10% FBS conteniendo penicilina (100 [U/ml), y
estreptomicina 100ug/ml. Las células se plaquearon en una botella de 25 cm? y se incubaron en
una estufa de atmdsfera controlada (5% CO;) a 37°C. Se incubaron hasta que el cultivo alcanzé
el 90% de confluencia, cambiandoles el medio cada 48 horas. Una vez alcanzada la
confluencia, se aspird el medio de cultivo y las células adherentes se lavaron con DPBS. Se
desprendieron de la placa con 0.25% de tripsina, 0.02% EDTA durante 3 minutos a 37°C y se
colectaron en 5 ml de medio de cultivo. La células se recuperaron mediante centrifugacion a 1.5
rom durante 5 minutos y se volvieron a sembrar en portaobjetos gelatinizados (de acuerdo a
4.8.2.a) en placas de 35mm en medio de cultivo DMEM 10%FBS conteniendo penicilina (100
IU/ml), y estreptomicina 100ug/ml y se incubaron en estufa de atmaosfera controlada (5% CO3) a
37°C hasta alcanzar el 70% de confluencia, cambiandoles el medio de cultivo cada 48 horas.

ICQ de KPRP y GFAP. Una vez alcanzado el 70% de confluencia, el medio de cultivo se aspird
y las células adheridas al cubreobjeto se lavaron con DPBS (Invitrogen). Las células se fijaron
con una solucion de para-formaldehido al 4% en PBS (PFA 4%) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. El PFA se lavo 3 veces con PBS durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se bloquearon los epitopes inespecificos con solucion de bloqueo (10% FBS -
Invitrogen-, 0.1% Tritdbn 100X -Sigma-) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se descart6 la
solucion de bloqueo, se agregaron 0.5ug/ml de anticuerpo de conejo anti-KPRP de rata y 1:200
de anticuerpo de raton anti GFAP de rata en solucién de bloqueo y se incubo durante toda la
noche a 4°C. Los anticuerpos primarios se lavaron 3 veces con 0.1% Triton 100X en PBS
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se agregaron diluciones 1:800 de los anticuerpos
secundarios Alexa 488 anti-conejo (Invitrogen) y Alexa 594 anti ratdn (Invitrogen) en solucién de
bloqueo. Se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente. El exceso de anticuerpo secundario
se lavo con 0.1% Triton 100X en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los nucleos
se tifieron con DAPI 1:5000 en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron
dos ultimos lavados con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente y se monto en
MOWIOL Mounting Media.

FICH (Fluorescence in cells hybridization) de kprp. Una vez alcanzado el 70% de
confluencias las células adheridas al cubreobjeto se lavaron con PBS libre de nucleasas. Las
células se fijaron en una solucion fresca de 3% PFA en PBS libre de nucleasas durante 20
minutos a TA. Concluidos los 20 minutos se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS libre de
nucleasas. Se bloque. la peroxidasa enddégena con 1.5% de H>O2 en buffer 4XSSC (Sigma)
durante 15 minutos a TA y se realizaron 2 lavados de 5 minutos con 4X SSC libre de nucleasas.
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Los cultivos de GDR fueron sometidos a una etapa de pre-hibridacion incubandolos en Solucién
de Hibridacién (4X SSC -Sigma-, 50% de formamida -Sigma-, 10% de dextran sulfato -Sigma-,
0.1mg/ml de tRNA -Invitrogen- y 0.5mg/ml de DNA de salmén -Sigma-) durante 2 horas a 60°C.
Paralelamente la sonda se desnaturalizé térmicamente a 95°C durante 3 minutos.
Inmediatamente después se colocé 5 minutos en hielo y se agregd Solucion de Hibridacion
hasta una concentracién final de la sonda de 5ng/ul. Se incorporaron 150yl de dicha solucion a
cada cubreobjetos y se incub6 durante 2 horas a 60°C. Posteriormente se realizaron varios
lavados sucesivos de astringencia creciente: 2 lavados con 30% formamida en 4X SSC de 5
minutos cada uno a 60°C, 2 lavados con 4X SSC de 10 minutos cada uno a TA, 2 lavados con
2X SSC de 5 minutos cada uno a TA, 2 lavados con 1X SSC de Sminutos cada uno a TAy 2
lavados con 0.5X SSC de 5 minutos cada uno a TA. Las células se fijaron nuevamente con
3%PFA-PBS durante 5 minutos a TA. El reconocimiento de la sonda se llevo a cabo con el
Tyramide Signal Amplification Kit Biotin-XX de Invitrogen siguiendo especificaciones del
fabricante. Brevemente, los cubreobjetos se bloquearon con la solucion de bloqueo provista en
el kit, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se realizé el reconocimiento de la
biotina conjugada al UTP de la sonda con estreptavidina conjugada a la peroxidasa de rabano
(estreptavidina-HRP) provista en el kit durante 30 minutos a temperatura ambiente en solucion
de bloqueo. El exceso de estreptavidina se lavd 3 veces con PBS durante 5 minutos a 37°C y se
agrego el sustrato de la HRP provisto en el kit durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
enzima HRP cataliza la hidrdlisis del reactivo Tyramide generando en este caso una
amplificacion de la sefial mediante el depdsito de biotina. El exceso de reactivo se lavo 3 veces
con PBS durante 5 minutos a 37°C. Se procedio entonces con la ICQ para GFAP de la siguiente
manera: los cubreobjetos se incubaron durante toda la noche a 4° con 1:100 conejo anti-GFAP
(Sigma) en solucidén de bloqueo. Las uniones inespecificas se eliminaron mediante 3 lavados
con PBS de 5 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios fueron reconocidos
con 1:800 Alexa 594 anti-conejo (Invitrogen), y la sonda se reconocid con 1:800 de
estreptavidina conjugada a Alexa 488 (Invitrogen) en solucion de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente. El exceso de anticuerpos se lavo con PBS durante 5 minutos a
temperatura y se tifieron los nucleos con 15nM de DAPI durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Por ultimo se realizaron 2 lavados con PBS de 5 minutos a temperatura ambiente y
se monté en MOWIOL Mounting Media.

IHQ de KPRP, GFAP en la médula espinal de ratas SOD1G93A +/- y -/-. Los animales se
anestesiaron profundamente y se realizé una perfusion transcardial con 0.9% salino en 4% PFA
en 0.1M PBS (pH 7.2-7.4) a un flujo constante de 1ml/min. La médula espinal fijada se removio,
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se post-fijo por inmersion durante 24 horas y se seccioné transversalmente en serie (30-50um)
en micrétomo de vibracion. Las secciones seriadas se colectaron en 100mM PBS para
inmunohistoquimica. Luego de recuperar los antigenos con citrato, los cortes libres en flotacion
se permeabilizaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con 0.1% Triton-X-100 en PBS,
se lavaron con PBS, se bloquearon con 5% BSA:PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y
se incubaron durante toda la noche a 4° en una solucion 0.1% Triton X-100 y PBS conteniendo
los anticuerpos primarios, raton anti GFAP (1:500, Sigma), conejo anti-KPRP (2,3 pg/mi
GenScript). Luego de lavar, las secciones se incubaron en diluciones 1:1000 de los anticuerpos
secundarios conjugados a Alexa Fluor 488 anti conejo y Alexa Fluor 546 anti raton (Invitrogen).

Obtencion de tejido para FISH (Fluorescence in situ hybridization). Para el estudio de la
expresion de kprp in situ se seleccionaron 2 ratas machos transgénicos con sintomas delanteros
tardios y 2 hermanos no transgénicos como control. Las ratas se anestesiaron y se sacrificaron
por decapitacion. Se extrajo por presion la médula espinal del canal vertebral sin las meninges y
se congelaron segmentos cervicales, toracicos y lumbares en un bafio de 2-Propanol y hielo
seco. El tejido se almacend a -80° hasta ser cortado. Para realizar los cortes los tejidos se
transfirieron rapidamente a nitrégeno liquido y se transportaron al criostato. El tejido se transfirio
al criostato (Leica) y se dejo equilibrar a la temperatura de corte (-20°C) durante 30 minutos. Se
realizaron cortes transversales de 10um en portaobjetos adhesivos HistoBond (Marienfeld) se
transfirieron en cajas al nitrégeno liquido para ser transportados al frizer de -80°C donde se
almacenaron hasta su utilizacion. Todo esto se realizé evitando la contaminacion con ARNasas

de las muestras.

FISH de kprp en la médula espinal de ratas SOD1G93A +/- y -/-. Los portaobjetos con los
cortes de médula espinal se transfirieron de -80°C a temperatura ambiente durante 5 minutos y
se calentaron a 50° durante 30 minutos. El tejido se fij6 a temperatura ambiente durante 10
minutos con 4%PFA-PBS libre de nucleasas fresco. El fijador se lavé dos veces con PBS libre
de nucleasas durante 5 minutos y el tejido se digirid con 1ug/ml de proteinasa K (Sigma) en
proteinasa K buffer (5mM EDTA, 50mM Tris pH 7.5) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. El tejido se fij6 nuevamente con 4% PFA-PBS libre de nucleasas durante 15 minutos
a temperatura ambiente seguido de 2 lavados de 5 minutos con PBS libre de nucleasas a
temperatura ambiente y un lavado de 5 minutos en agua destilada libre de nucleasas. Para
neutralizar las cargas positivas del tejido y del vidrio los portaobjetos se sumergieron en una

solucion fresca de 0.1M triethanolamine-HCI pH8, se agregd 0.25% de anhidrido acético y se
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incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron 2 veces con
PBS libre de nucleasas a temperatura ambiente y se incubaron a 60° durante 2 horas en
solucion de hibridacion (50% formamida, 5XSSC, 0.3mg/ml tRNA de levadura, 1X Denhardt's
solution -Sigma-, 0.5mg/ml de DNA de salmén, 0.1% Tween 20, 5mM EDTA pH 8 y 10% de
dextran sulfato). La solucion de hibridacion se lavd, se agreg6é 1ng/ul de sonda en solucién de
hibridacion y se incub6 durante 16 horas a 60°. El exceso de sonda se lavo con 5XSSC pre-
calentado a 60°C durante 5 minutos, seguido de dos lavados con 0.2XSSC precalentado a 60°
durante 30 minutos. Se realiz6 un ultimo lavado de 5 minutos con 0.2XSSC a temperatura
ambiente y se procedid al reconocimiento de la sonda con el Tyramide Signal Amplification Kit
Biotin-XX de Invitrogen de igual manera que para la FICH. Los nucleos se tifieron con 15nM de
DAPI durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo se realizaron 2 lavados con PBS de

5 minutos a temperatura ambiente y se monté en MOWIOL Mounting Media.

Microscopia. Las imagenes de ICQ, IHQ, FICH y FISH se obtuvieron en los microscopios de
epifluorescencia y confocal del Institut Pasteur de Montevideo. Las imagenes obtenidas en el
microscopio de epifluorescencia se procesaron utilizando el software Imaged 1.45s, Wayne
Rasband, NIH. Las imagenes obtenidas en el microscopio confocal se procesaron en el software
Leica Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Obtencion de ARN de astrocitos no transgénicos, transgénicos y aberrantes.

Para la obtencion del ARN de los distintos tipos astrocitarios se establecieron cultivos primarios
de alta pureza (>98%) de cada tipo celular. Se realizaron 3 réplicas biolégicas de cada tipo
celular. La concentracion, el indice Agso2s0 Y €l RIN obtenidos para cada una de las muestras se
indican en la tabla 1.

RNA procedente de: RIN Azs0280 | Concentracion (ng/ul)
Astrocitos hSOD1%%** /- (réplica 1-Wt1-) 9.40 212 134
: G93A T 214
Astrocitos hSOD1 -/- (réplica 2-Wt2-) 9.50 134
- GY3A T 2.04
Astrocitos hSOD1 -/- (réplica 3-Wt3-) 9.00 2411
- G93A T 213
Astrocitos hSOD1 +/- (réplica 1-Tg1-) 9.70 212.3
Astrocitos hSOD1%%* +/- (réplica 2-Tg2-) 9.20 212 145.2
Astrocitos hSOD1%%* +/- (réplica 3-Tg3-) 9.00 2.1 340
AbA (réplica 1-AbA1-) 960 | 21 147
L 2.14
AbA (réplica 2-AbA-2-) 9.60 661
L 2.14
AbA (réplica 3-AbA-3-) 9.80 227

Tabla 1. Calidad y concentracion del ARN utilizado para los microarreglos.

Como se puede apreciar, el ARN utilizado para el estudio de microarreglos fue de muy buena
calidad (RIN>8 y Agso/280>1.99- por detalles ver ANEXO I-).

Por lo tanto el ARN obtenido a partir de los cultivos primarios de astrocitos cont6 con la calidad y
concentracion adecuadas para ser utilizados en el estudio de perfil transcripcional mediante la

técnica de microarreglos.
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5.2 Microarreglos de los tres tipos astrocitarios y analisis computacional de los
resultados obtenidos.

Para obtener resultados estadisticamente representativos el analisis por microarreglos se
realizé con el ARN obtenido a partir de 2 preparaciones independientes de astrocitos neonatales
no transgénicos (NTg2, NTg3), 3 preparaciones independientes de astrocitos neonatales
transgénicos (Tg1, Tg2, Tg3) y 3 preparaciones independientes de células AbA (AbA1, AbA2,
AbA3). Si bien el disefio experimental original constaba de la utilizacion de triplicados biologicos
de cada tipo astrocitario, por razones de economia se redujo una réplica para optimizar los
insumos. Basandonos en datos preliminares (Vargas et al., 2008) decidimos excluir una réplica

de los astrocitos no transgénicos, en base a su pequeia variabilidad entre muestras.

A partir de 200ng de ARN total se sintetizd en paralelo para cada una de las muestras el ARN-
Cy3. Luego de purificado, el ARN-Cy3 se analizé en el Nanodrop. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 2. Para la hibridacion en los microarreglos se utilizaron 1.65ug de ARNc-
Cy3 de actividad especifica Cy3 mayor a 9.0 pmolCy3/ug de ARNc-Cy3. La cantidad y la
actividad especifica del ARNc-Cy3 se determinaron utilizando las ecuaciones 1 y 2
respectivamente (ec.1, ec.2). En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para cada una

de las muestras.

pug de ARNc = (concentracion de ARN) x 30yl (volumen de elucion) (ec.1)
1000
Actividad especifica = concentracion de Cy3  x1000 (ec.2)

concentracion de ARNc

Los analisis de expresion génica se pueden realizar en plataformas de microarreglos de un color
(basados en la intensidad) o de dos colores (basados en la relacion) dependiendo de la
aplicacion especifica del experimento. Nuestro estudio se llevo a cabo utilizando la plataforma
de microarreglos de un color. La alternativa de un solo color brinda la capacidad de comparar la
expresion génica obtenida en un microarreglo directamente con la de otros microarreglos para
generar nuevas y multiples mediciones radiométricas. Ademas, las medidas basadas en la
intensidad se pueden utilizar en un tipo de esquema de analisis de ANOVA donde se registran a
lo largo de un experimentos los cambios en los valores de intensidad para un gen dado para

determinar sub o sobre-regulacion.
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Muestra | Cy3 (pmol/ml)| Concentracion (ng/ul)] ARNc-Cy3 ug | Actividad especifica| Azso/280
NTg2 2.84 190 5.70 14.95 2.1
NTg3 2.6 175.25 5.26 14.84 2.05

Tg1 4.72 258.62 7.76 18.25 2.24
Tg2 1 88 2.64 11.36 2.33
Tg3 25 168.39 5.05 14.85 2.07
AbA1 1.38 119.67 3.60 11.50 2.30
AbA2 2.38 158.78 4.76 14.99 2.28
AbA3 2.71 172.3 5.17 15.73 2.28

labla 2. Concentracion y calidad del ARNc-Cy3 obtenido para cada una de las muestras.

Para los experimentos de microarreglos se utilizan varios tipos de sondas fluorescentes. Las
plataformas de expresion génica de un color de Agilent utilizan la sonda Cianina 3 (Cy3) debido
a que, comparada a la Cy5, es menos susceptible a la degradacion por factores ambientales

como el ozono, el pH, y los solventes organicos.

Para el analisis estadistico de los datos se considero la siguiente hipotesis nula para cada gen:

Ho: El gen (x) no presenta diferencias en la media de intensidad de expresion entre las
muestras. En otras palabras, el gen (x) tendra medias iguales en todas los grupos de muestras.

La hipdtesis nula se aplicd para cada uno de los 30422 genes presentes en el microarreglo. Por
lo tanto, cada gen posee un p-valor independiente. Como se compararon mas de dos grupos
(Astrocitos no transgénicos vs. astrocitos transgénicos vs. astrocitos aberrantes) se utilizd un
test ANOVA de una via. El p-valor indica la probabilidad de obtener una diferencia de medias
entre los grupos tan alta como la que se observa al azar. Cuanto menor es el valor de p, mas
significativa es la diferencia entre los grupos. Se establecio un nivel de significacion de 0.05,
esto se traduce en que los genes considerados diferencialmente expresados entre las muestras
fueron los que presentaron un valor de p menor al 0.05. De los 30422 genes analizados si
consideramos un nivel de significancia de 0.05, 1521 genes de los considerados
diferencialmente expresados pueden ser falsos positivos. Para reducir los falsos positivos se
realizé un correccion de multiples ensayos (MTC). El propésito de una MTC es mantener la tasa

de error global/falsos positivos menor que el punto de corte del p-valor especificado, incluso si
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se estan analizando miles de genes. En este trabajo los p-valores se ajustaron para multiples
ensayos utilizando la aproximacion de la tasa de descubrimiento de falsos positivos (FDR) con
el test Benjamini-Hochberg. Este procedimiento es el menos riguroso de los MTC pero
proporciona un buen equilibrio entre el descubrimiento de las diferencias estadisticamente
significativas en la expresion génica y la proteccion contra falsos positivos. La rigurosidad de los
MTC aumenta conforme a la cantidad de genes analizados.

Se filtraron 30422 (fig., 10A) genes, de estos, 1847 (fig., 10B) genes rechazaron la Ho con un
p<0.05 dentro de los cuales 1553 presentaron diferencias en la expresion mayores a 2 (FC>2)
en las células AbA respecto a los astrocitos no transgeénicos y transgeénicos (fig., 10C y 11A).

De los 1553 genes que presentaron diferencias significativas mayores a 2 veces entre las AbA 'y
los otros tipos astrocitarios (recuadro amarillo fig., 10C), 374 se encontraron sobre-expresados
en las células AbA respecto a los astrocitos transgénicos y no transgénicos (308 sobre-
expresados respecto a ambos fenotipos astrocitarios, 65 uUnicamente sobre-expresados
respecto a los astrocitos no transgénicos y 1 unicamente sobre-expresado respecto a los
transgénicos- fig., 11B) y 1245 sub-expresados (1179 sub-expresados en las AbA respecto a
ambos tipos astrocitarios, 65 unicamente sub-expresados respecto a los transgénicos y 1 sub-
expresado de acuerdo a los no transgénicos, fig., 11B).

Los resultados obtenidos indican que mientras los patrones de expresion génica de los
astrocitos no transgénicos y transgénicos no presentan diferencias significativas (considerando
un p<0.05 y un FC>2), el perfil transcripcional de las células AbA exhibe diferencias
considerables respecto al de los otros tipos astrocitarios. Se encontré que aproximadamente el
6% de los genes estudiados se encuentra regulado de manera diferencial en las células AbA en
comparacion a los astrocitos transgénicos y no transgénicos. De este 6%, el 84% presento
cambios en la expresion con diferencias mayores a 2 en las células AbA, lo cual indica grandes
diferencias entre la regulacion génica de las células AbA vy los otros tipos astrocitarios. A su vez,
la mayoria de los genes que presentaron diferencias significativas mayores a 2 cambios en la
expresion en las células AbA correspondieron a genes sub-regulados (76%).
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A) Heatmap genes detectados y B) Heatmap ANOVA p<0.05 (1847)
no detectados (30422)

AbA N-Tg Tg ADA N-Tg 19

C) Heatmap ANOVA p<0.05, FC>2
(1553)

AbA N-Tg Tg

Figura 10. Las AbA presentaron 1847 genes diferencialmente
expresados respecto a los astrocitos neonatales. Representacion grafica
de los resultados de expresidon génica obtenidos en los microarreglos. El rojo
representa sub-regulacion y el verde sobre-regulacion en las AbA. A) Heatmap de los
genes filtrados de acuerdo a la intensidad de sefal (30422). B) Heatmap de los genes
con diferencias en su expresion en las células AbA con un p<0.05 (1847). C)
Recuadrado en amarillo se representa el heatmap de genes con un cambio en la
expresidn mayor a 2 en las células AbA y un p<0.05 (1553). Este listado de genes
fue tenido en cuenta para los analisis posteriores.

52



Figura 11. Representacion de la expresion diferencial de genes en células
AbA en Diagrama de Venn. Se encontraron 308 genes con niveles significativos
de sobre-expresion mayor de 2 veces en las células entre las células AbA y los
astrocitos neonatales. A) En rojo se indica la totalidad de genes filtrados (30422),
en lila los genes que rechazan la Hy con un p<0.05 luego de realizado el ANOVA
(1847) y en gris los genes con un cambio en su expresion mayor a 2 en las AbA
(1553). B) En rojo se indica los genes diferencialmente expresados en AbA post-
ANOVA con un p<0.05 y un FC>2 (1553), en verde los genes sobre-expresados
en AbA respecto al transgénico (309) y en lila los genes sobre-expresados en AbA
respecto al no transgénico (373). Los 308 genes sobre-expresados en AbA
respecto a ambos tipos de astrocitos neonatales se indican con una flecha
amarilla C) En rojo se indican los genes diferencialmente expresados en las
células AbA post-ANOVA con un p<0.05 y un FC>2 (1553), en lila se represan los
genes sub-expresados en las AbA respecto al no transgénico (1180) y en verde
se representan los genes sub-expresados respecto al transgénico (1244).

A partir de los genes diferencialmente expresados en las células AbA (p<0.05, FC>2) se realiz6
un Analisis de las vias involucradas con un umbral de p<0.1. En la tabla 3 se muestras las vias

mas significativas.
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Pathway p-value Mat.c P.\ed Pathvyay
Entities Entities
Rn_Cholesterol_Biosynthesis_ WP461_41635 1.05E-04 6 15
Rn_Cholesterol_metabolism_WP632_58977 1.06E-04 7 23
Rn_DNA_Replication_WP484 41654 3.24E-04 9 40
Rn_Cell_cycle_WP429 41778 7.61E-04 13 88
Rn_Cholesterol_metabolism_WP659 41744 1.43E-03 6 23
Rn_Metapathway_biotransformation_WP1286_58518 1.94E-03 17 143
Rn_Fatty_Acid_Omega_Oxidation_WP133_60555 2.45E-03 4 12
Rn_Oxidative_Stress_WP173_41666 3.46E-03 6 27
Rn_Serotonin_and_anxiety_WP2132_58530 4.85E-03 4 13
Rn_G1_to_S_cell_cycle_control_WP348_47766 1.07E-02 9 66
Rn_Wnt_Signaling_Pathway_NetPath_WP375_41722 1.36E-02 12 106
Rn_Brain_derived_neurotrophic_factor_WP2148 58522 1.61E-02 3 10
Rn_Urea_cycle_and_metabolism_of_amino_groups_WP153_41771 1.66E-02 4 20
Rn_Calcium_Regulation_in_the_Cardiac_Cell_WP326_47775 1.87E-02 15 149
Rn_Matrix_Metalloproteinases_WP278 41770 1.92E-02 5 29
Rn_Cholesterol_metabolism_WP659 58964 2.86E-02 2 23
Rn_Hypothetical_Network_for_Drug_Addiction_WP1281 41681 2.88E-02 5 31
Rn_GPCRs,_Class_B_Secretin-like_WP378_41762 3.31E-02 4 22
Rn_Keap1-Nrf2_WP1280_48260 3.38E-02 3 13
Rn_Monoamine_GPCRs_WP276_48267 3.67E-02 5 33
Rn_Tryptophan_metabolism_WP270_47755 4.83E-02 6 48

Tabla 3. Vias con genes diferencialmente expresados en las células AbA. En la primer columna se indica el nombre de
la via, en la tercera el p-valor correspondiente, en la tercera la cantidad de genes diferencialmente expresados en las células
AbA involucrados en la via y en la tltima columna la cantidad de genes que componen la via.

Biosintesis de colesterol. La via mas significativa es la via de la biosintesis del colesterol
(p=1.06E-04), con un 40% de sus genes regulados diferencialmente en las células AbA (fig.,
12A). Curiosamente todos estos genes se encuentran sobre-regulados en las células AbA
respecto a los otros tipos astrocitarios (fig., 12B). La segunda via mas significativa fue la via del
metabolismo del colesterol (p=1.06E-04), con el 30% de los genes involucrados
diferencialmente expresados en las células AbA (fig., 13A) En este caso 6 de los 7 genes
involucrados en la via presentan sobre-regulacion en las células AbA (fig., 13B y C). El unico
gen sub-expresado en las AbA en esta via es el gen de la Lecitina colesterol acil transferasa
(LCAT). Ademas las vias de respuesta celular al colesterol (p=1.43E-03)y la via de la omega
oxidacion de acidos grasos (p=2.45E-03) también presentan genes diferencialmente regulados
en las células AbA. Curiosamente los genes que presentaron diferencias en las células AbA
involucrados en las vias de omega oxidacion de acidos grasos (p=0.001) se encontraron sub-

expresados. Estos resultados indican que las células AbA presentan una regulacién diferencial
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en el metabolismo lipidico respecto a los astrocitos transgénicos y no transgénicos. Esto
concuerda con resultados preliminares de imagenes de microscopia electronica de las células

ADbA, en las cuales se observan abundantes depdsitos de lipidos en su citoplasma.

Debido a la elevada toxicidad de las AbA especifica para las motoneuronas en comparacioén con
la observada para los astrocitos transgénicos neonatales y la evidencia del rol de los lipidos en
el desarrollo de la patologia (Cutler et al., 2002, Dupuis et al., 2008) se podrian considerar las
diferencias observadas en el metabolismo lipidico de las AbA como una posible causa
subyacente a dicha toxicidad. Por lo tanto, seria interesante profundizar en el conocimiento del
rol de los lipidos en la relacion AbAs-motoneuronas en la patologia.

Replicacion del ADN y ciclo celular. Por otra parte las vias de replicacion del ADN (p=3.24E-
04, fig., 14) y del ciclo celular (p=7.61E-04, fig., 15) presentaron genes con diferencias
significativas en su expresion en las células AbA respecto a los otros tipos astrocitarios. Las
diferencias encontradas radicaron en una sobre-expresion de estos genes en las células AbA.
Podrian ser precisamente estas diferencias la base de la carencia de senescencia replicativa de
las células AbA en cultivo.
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jura 12. Via de biosintesis del colesterol.

A) Esquema de la via de sintesis del colesterol con los genes involucrados. L
1es diferencialmente expresados en las células AbA se indican en naranja. B) Profile Plot de los genes diferencialmer
dresados en las células AbA involucrados en la via del colesterol. Se indica el nivel de expresion comparativo para cada ti
ular. C) Tabla de valores de expresion normalizados de los genes diferencialmente expresados en las células AbA involucrad

la via de biosintesis del colesterol. En rojo se indican los genes sobre-expresados y en azul los sub-expresados.
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ura 13. Via del metabolismo del colesterol. A) Esquema de la via del metabolismo del colesterol con los genes
lucrados. Los genes diferencialmente expresados en las células AbA se indican en naranja. B) Profile Plot de los genes
rencialmente expresados en las células AbA involucrados en la via del metabolismo del colesterol. Se indica el nivel de
resion comparativo para cada tipo celular. C) Tabla de valores de expresion normalizados de los genes diferencialmente
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Figura 15. Ciclo celular. A) Esquema de los genes involucrados en el ciclo celular. Los genes diferencialmente
expresados en las células AbA se indican en naranja. B) Profile Plot de los genes diferencialmente expresados en las
células AbA involucrados en el ciclo celular. Se indica el nivel de expresion comparativo para cada tipo celular. C)
Tabla de valores de expresién normalizados de los genes diferencialmente expresados en las células AbA
involucrados en el ciclo celular. En rojo se indican los genes sobre-expresados y en azul los sub-expresados.

Analisis comparativo con resultados previos. Para comparar los resultados obtenidos en los
microarreglos con los resultados de Vargas et al., 2008 se realiz6 un Welch t-test no apareado

con la correccion de Benjamini-Hochberg para evaluar las diferencias en el perfil transcripcional
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entre los astrocitos no transgénicos y transgénicos. No se encontraron diferencias en la
expresion con un p<0.05 y un FC>1.5. Entonces, se realiz6 un Welch t-test no apareado sin
corregir el p-valor con un MTC. Se consideraron diferencias en la expresion en genes con un
p<0.05. Se encontraron diferencias en la expresion de 2467 genes entre los astrocitos
transgénicos y no transgenicos (1737 con un FC>1.5), 3012 genes entre las AbA y los astrocitos
no transgénicos (2209 con un FC>1.5) y 6569 genes entre las AbA y los astrocitos transgénicos
(5537 con un FC>1.5).

En la tabla 4 se muestra la comparacion de las diferencias de expresion entre los distintos tipos
celulares obtenidas por Vargas et al., 2008 y en este trabajo. Como se puede apreciar, la
totalidad de los genes que presentaron diferencias significativas en su expresion (p<0.05) entre
los astrocitos transgénicos y no transgénicos en este trabajo, exhiben la misma regulacién que
la obtenida en Vargas et al., 2008. En total, el 72% de los genes comparados muestran la
misma tendencia en la regulacién entre los dos genotipos astrocitarios en ambos trabajos. Las
diferencias encontradas pueden atribuirse tanto a la variacion biolégica como técnica de los
experimentos. Considerando que los cultivos primarios presentan variacion intrinseca entre si,
que el tratamiento previo a la extraccion del ARN no fue el mismo (mientras que en este trabajo
la extraccion de ARN se realizé una vez alcanzado el 98% de pureza y un 90% de confluencia
de los cultivos primarios de astrocitos, en Vargas et al., 2008 la extraccion de ARN se realiz6
luego de 24 horas de incubacion de los mono-capas astrocitarias en medio suplementado L15 y
que en este trabajo se utilizaron unicamente 2 réplicas de astrocitos no transgénicos se pueden
aceptar diferencias entre los perfiles de expresion obtenidos en ambos trabajos. Asimismo la
utilizaciéon de distintas plataformas (Affimetrix vs. Agilent) para los distintos analisis de
microarreglos introduce variacion en los resultados obtenidos. Por lo tanto, consideramos que
nuestros resultados son validos ya que concuerdan de acuerdo a lo esperado con los obtenidos
en Vargas et al., 2008.
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Estudios de microarreglos
\I;I::;aazs?:faﬁ:e;(i)?)z Hallazgos actuales
Nombre del Gen ATg vs. ANTg ATg vs. ANTg ADbA vs. ATg ADbA vs. ANTg No detectado
Dcn UP uUpP* DOWN DOWN en 1 AbA
Reln UP UP DOWN* DOWN* en 3 AbA
Efnb1 UP UP DOWN DOWN -
Nrcam UpP upP* DOWN* DOWN* en 3 AbA
Gabrg1 UP upP* DOWN* DOWN* en 3 Aba
Neuropilin 2 UpP upP upP uUpP -
Arrestin, beta 2 UP UupP DOWN* DOWN -
Scg3 upP upP* DOWN* DOWN* en 3 AbA
Cnksr3 uUpP UP upP* uUpP -
Olfmi1 UP UP DOWN DOWN en 1 AbA
KIf9 upP UP UP uUpP -
Nfyc uUpP DOWN UP DOWN -
Brsm1 uUpP DOWN UP UpP -
Aprataxin UP DOWN DOWN DOWN -
Hspa2 UP DOWN DOWN DOWN -
Aldh1a2 UP UP DOWN DOWN -
Slc7a3 uUpP DOWN DOWN* DOWN* -
Abhd8 uUpP UP DOWN DOWN -
Rad52 uUpP UP DOWN DOWN -
Dig2 DOWN UP DOWN* DOWN -
Fgf1 DOWN UP DOWN UpP -
Igftr DOWN UP DOWN uUpP -
Limd1 DOWN DOWN UP uUpP -
Rod1 DOWN DOWN UP uUpP -
Ddx27 DOWN DOWN* upP* uUpP -
Gpx7 DOWN DOWN upP* UpP -
Coqg4 DOWN DOWN UP DOWN -
Tap1 DOWN DOWN DOWN DOWN -

Tabla 4. Comparacion de resultados obtenidos en los microarreglos con los obtenidos en Vargas et al., 2008.
Los genes sobre-regulados se indican como UP y los sub-regulados como DOWN. Las diferencias de expresion
pertenecientes a Vargas et al.,, 2008 tienen un p<0.05. Las diferencias de expresion entre los astrocitos no
transgénicos y transgénicos con un p<0.05 luego de realizo el Welch t-test se indican con asterisco (*).

Validacion de los datos. Todas las muestras analizadas superaron los controles de calidad
(por detalles ver ANEXO 1l), validando de esta manera el procedimiento del experimento y la
plataforma. Los resultados obtenidos a partir de los datos extraidos de estos microarreglos son
reproducibles y altamente sensibles. Por lo tanto el estudio de la expresion génica entre las

muestras representa precisamente a la biologia de las mismas y no a artefactos técnicos.
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5.3 Identificacion de marcadores moleculares de células AbA.

Con el objetivo de encontrar un marcador genético de las células AbA, los genes estudiados en

los microarreglos se filtraron de acuerdo a las siguientes condiciones:

1. Genes cuyo p-valor fuese menor a 0.05 luego de realizado un ANOVA comparando

los 3 tipos celulares.

2. Genes cuya diferencia en la expresion fuese al menos 2 veces mayor en las células

AbA respecto a los astrocitos transgénicos y no transgénicos.

Por lo tanto la lista de genes candidatos como marcadores de las células AbA se redujo a los
308 genes sobre-expresados en las células AbA respecto a ambos genotipos astrocitarios. De
estos se buscd un gen cuyo FC en las AbA estuviese dentro del rango mayor y ademas
apareciese categorizado como detectado unicamente en las células AbA. En la tabla 5 se
muestran los 19 genes correspondientes a los 308 genes sobre-regulados en las células AbA

respecto a ambos tipos astrocitarios que presentaron cambios mayores en la expresion (FC).

FC [AbA] vs [Non Transgenic] FC [AbA] vs [Transgenic] GeneSymbol
14.7797575 30.321873 Shroom1
14.679299 18.889193 Tnfrsf26
9.942743 18.596018 Dmrt2
20.646353 16.963926 Kprp
17.413568 16.900274 LOC641520
10.721375 14.092779 Gotll1

5.97501 12.847217 Ydjc
5.6244884 10.393155 TI1
30.380438 8.358163 Cyss
5.638027 8.3186 Smtn
6.125137 8.010608 Wisp2
5.8614063 8.005721 Nmnat3
10.962497 7.8106413 RGD1565779
8.069507 7.734569 Filip1
4.7222104 7.587235 Tgfb2
9.481434 7.136029 Snai2
10.222152 6.7763195 Rasl1la
12.450424 6.659391 Gzmbl3
6.8746476 6.477903 LOC363337

Tabla 5. Genes sobre-expresados en células AbAs y seleccion del gen kprp como posible biomarcador.
Listado de seleccion de genes sobre-expresados en AbA respecto a los astrocitos transgénicos y no transgénicos.
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Se seleccionaron los 19 genes con mayor nivel de cambio en la expresion en las células AbA respecto a los otros
tipos astrocitarios (p<0.05, FC>2). En la primer columna se muestra el FC de la expresién en las AbA respecto a los
astrocitos no transgénicos, en la segunda el FC de la expresién en las AbA respecto a los astrocitos transgénicos y
en la tercera el simbolo del gen. En amarillo se resalta el gen seleccionado como marcador de células AbA, kprp.

Como marcador de las células AbA se selecciono el cuarto gen de la lista, el gen de la Proteina
de Queratinocitos rica en Prolina, KPRP. Si bien kprp no es el gen que presenta mayores
diferencias de regulacion en la expresién entre los fenotipos astrocitarios, sus cambios en la
expresion son considerablemente elevados y su expresion se detectd unicamente en las tres

réplicas bioldgicas de las células AbA (fig., 16)

A) B)

AbA NTg

Normalized Intensity Values

01 RGDI307897 t

Fam83d
Cedc162
Pmf1

o T
AbA Non Transgenic Color range

e ||

C) 251 45

Sample Normalized(L... Raw Flag Tipo celular
AbAL txt 3.590716 93.40728 Detected AbA
AbA2 txt 2.805884 47.487774|Detected AbA
AbA3 . txt 4214126 215.24864|Detected AbA
Wt2.txt -0.8508768 7.270448Not Detected Non Transgenic
Wit3 . txt -0.810936 6.1255174|Not Detected Non Transgenic
Tgl.txt 0.810936 7.9777265|Not Detected Transgenic
Tg2.txt -1.2117662 2.8830807|Not Detected Transgenic
To3.txt -1.2416391 4.4308395 Not Detected Transgenic

Figura 16. Expresién de kprp en los tres tipos astrocitarios Datos extraidos de los microarreglos. A) Profile plot
de la expresion de kprp, tipos celular vs. valores de intensidad de kprp normalizados. Las barras estan formadas
por los valores de intensidad de cada réplica biolégica. B) Amplificacion de la regién del heatmap de los 308 genes
sobre-expresados en AbA respecto a los otros tipos astrocitario donde se muestra la expresién de kprp (flecha). C)
Tabla de valores de la expresion de kprp: logaritmo de la intensidad de fluorescencia normalizada, valores crudos
de intensidad de fluorescencia (Raw) y clasificacion (Flag) para todas las réplicas de cada tipo celular (Sample).

La proteina KPRP de rata es un marcador de la maduracion de la epidermis durante el
desarrollo fetal de la piel. Es expresada por los queratinocitos dérmicos fetales durante la
gestacion tardia y por todas las capas del epitelio escamoso estratificado de la piel, la lengua y
eso6fago a partir del comienzo del desarrollo fetal . Su cDNA de aproximadamente 2.8-Kb
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codifica una proteina insoluble de 699 aminoacidos con alto contenido en Prolinas (19%). El
analisis de la proteina mediante inmuno-blot muestra dos bandas de aproximadamente 76 y 55
KDa de tamanio. En cultivos de queratinocitos dérmicos la KPRP se distribuye de manera difusa
a lo largo de todo el citoplasma acentuandose adyacente a las membranas nuclear y
plasmatica. Durante el desprendimiento de los queratinocitos del sustrato plastico (indicativo de
diferenciacion) se observa una inmuno-reactividad intracelular en forma de granulos. Kong et al.
(2003) proponen a KPRP como una proteina asociada a la diferenciacién terminal de la

epidermis expresada al epitelio escamoso estratificado. Los autores llevaron a cabo el estudio

S o o de la expresion del ARNm de kprp en distintos
A SRS . 1 N .
qf V§q§/\\,§‘£a ‘§,€\¢§ (§°¢$w§§'§ tejidos de ratas en E21 y adultas mediante
Northern Blot (fig., 17). Los tejidos estudiados
KPRP ' m

l comprendieron el cerebro, pulmén, corazén,
traquea, esofago, estomago, intestino, colon,

diferentes tejidos. Figura extraida de Kong et al., unicos que demostraron expresion de kprp tanto
2003. Analisis mediante Northern Blot de cerebro,

pulmén, corazén, traquea, esofago, estomago, €n el estadio embrionario como en los adultos
intestino, colon, higado, rindn, musculo y piel de ratas
en E21. El mismo resultado se obtuvo para ratas
adultas. Estos resultados fueron replicados para la kprp

fueron el esdfago y la piel (Kong et al, 2003).

humana (Lee et al., 2005). Si bien la médula espinal no fue estudiada, los patrones de expresion
tisular y las caracteristicas estructurales y funcionales de KPRP indican que no hay evidencias

para suponer que kprp se expresa en la médula espinal.

En resumen, los valores elevados de sobre-expresion de kprp en las células AbA respecto a los
otros tipos astrocitarios, la deteccion de la expresion de kprp unicamente en las 3 réplicas
biologicas de las AbAs, y el patron de expresion tisular exclusivamente epidérmico (Kong et al.,
2003) de kprp postulan a este gen como un excelente candidato como marcador molecular de
las células AbA.

Dado los resultados de los microarreglos indicaron que kprp se expresa unicamente en las
células AbA, la validacion de los resultados obtenidos para kprp en los microarreglos se realizé
mediante PCR convencional. En la fig., 18 se muestra el resultado obtenido de la PCR de kprp
para los distintos tipos astrocitarios. Como control negativo de dicha reaccion se realiz6 la PCR
en las mismas condiciones que para las muestras pero sin molde de cDNA y como control
positivo se amplificd la B-actina. La amplificacién de kprp para las distintas muestras resulté de
acuerdo a lo esperado en un producto de 121pb unicamente en las células AbA. La
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amplificacion de la R-actina resultd
en un producto de 87pb de igual
intensidad para todas las muestras,

.
1
-

indicando que se utilizdé la misma

concentracion de cDNA molde en

e ———
- —
- -
- .
T

todas las muestras. El control

'

negativo no presentdé producto de
amplificacion descartando la
posibilidad de  contaminacién

alguna y de amplicones

Figura 18. Expresion de kprp en los distintos tipos celulares. jnespecificos.

Fotografia del resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.8%

de los productos de PCR de kprp en los distintos tipos astrocitarios.

Carril 1: MPM 100pb Ladder (Fermentas), Carril 2: Producto de PCR Los resultados obtenidos para el
astrocitos NTg, Carril 3: Producto de PCR astrocitos Tg, Carril 4:

Producto de PCR del Agua (control negativo) Carril 5: Producto de control negativo y positivo de la

PCR AbAs. reaccion confirman que el producto

de amplificacion de la PCR fue especifico, kprp, y que las diferencias observadas entre las
muestras reflejan la biologia de las mismas. Por lo tanto, se pudo confirmar que kprp se expresa

en las células AbA y no en los otros tipos astrocitarios estudiados.

5.4 Diseio y sintesis de herramientas moleculares (anticuerpos y sondas de ARN) que

permitan la caracterizacion especifica de células AbA.

La sonda anti-sentido de kprp consisti6 en una mono-hebra de ARN biotinilada de 133nt
complementaria a la region comprendida entre los nucleétidos 2676 y 2796 del ARNm de kprp

de rata. La secuencia correspondiente fue la siguiente:

TGATCACATATAGGAACACAGATAGAATCCAGTCCATTATTAACTTGTTCCAATACCAACCGT
CGAACTCTTACGAGACAGGACAACCCTTTCATGTCCTTGACACTGTTATCCTTCTATGTATT
GTGGTACC

La soda sentido utilizada como control de especificidad consisti6 en una mono-hebra de ARN
biotinilada de 133nt de igual secuencia a la comprendida entre los nucleotidos 2676 y 2796 del

ARNmM de rata. La secuencia correspondiente fue la siguiente:

ACTAGTGTATATCCTTGTGTCTATCTTAGGTCAGGTAATAATTGAACAAGGTTATGGTTGGCA
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GCTTGAGAATGCTCTGTCCTGTTGGGAAAGTACAGGAACTGTGACAATAGGAAGATACATA
ACACCATGG.

En rojo y en azul se indican las secuencia sitio de corte para las enzimas de restriccion Spel'y
Ncol respectivamente. En amarillo se resaltan las secuencias de los cebadores para la
obtencidn del amplicon molde kprp.

La amplificacién por PCR de la secuencia comprendida entre los
nucledtidos 2676 y 2796 del ARNm de kprp de rata con
adaptadores para las enzimas de restriccion Spel y Ncol en sus
extremos 5'y 3' resulté en un unico producto de 133pb (amplicon
molde kprp, fig., 19) ElI amplicon molde kprp se purifico de la
matriz de agarosa y se ligd en el vector pCR2.1-TOPO

(Invitrogen) con una relacion molar inserto:vector 16:1.

) Para el sub-clonado del molde para la sintesis de la sonda de
Figura 19. Amplicon Spel-kprp-

Ncol (amplicon molde kprp).kprp se selecciono el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) el cual
Fotografia del resultado de la
electroforesis en gel de agarosa al
1.8% del producto de PCR kprp contrabajo (Taq polimerasa recombinante de Invitrogen) posee

adaptadores. Carril 1: MPM 100pb |, . . . .
Ladder (Fermentas), Carril 2: SpeI-aCtIVIdad terminal transferasa independiente del molde que

permite el clonaje TA. La Tag ADN polimerasa utilizada en este

kprp-Ncol. adiciona una desoxi-adenina (dA) al extremo 3' del producto de
PCR. Para clonar directamente este producto en un vector, el mismo debe ser lineal y contener
una unica desoxi-timidina (dT) en sus extremos 3'. El pCR2.1-TOPO vector (Invitrogen, fig., 20)
es un vector lineal con dT en sus extremos 3'. Por lo tanto, el amplicon molde kprp se ligé en el
vector pCR2.1 utilizando la complementariedad de bases entre las dAs y dTs. Esto resulta el
circularizacion del vector conteniendo el amplicon molde kprp en su SMC.

Ademas, el vector pCR2.1-TOPO contiene la secuencia del gen de la R-lactamasa y en su SMC
la secuencia del gen lacZ. Estos genes le confieren a las bacterias recombinantes propiedades
selectivas. La [3-lactamasa es una enzima que hidroliza la ampicilina, inactivandola. Por lo tanto
las bacterias recombinantes seran resistentes a dicho antibiético. El gen lacZ codifica para la
enzima [3-galactosidasa la cual hidroliza el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-
gal) en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, el cual es oxidado a 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-
indigo, un compuesto azul insoluble. Este gen se interrumpe al clonar en el SMC por lo que las

colonias con el inserto seran blancas mientras que las que no posean el inserto seran azules.
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Estas propiedades permitieron seleccionar colonias recombinantes de acuerdo a dos

parametros: resistencia a la ampicilina y desarrollo de color azul en la placa.

8:Za ATG
MIZ R Peimer I‘ﬂ?lll I@I'il &cll i.'ﬂl ﬁ‘l
CAG GAA ACA GCT AIQ ACIC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA COG AGC TCG GAT CCA CTA
GIC CTT TGT CGA TAC TGIGTAC TAA TGC GGT TOG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Comments for pCR™2.1
3929 nucleotides

LacZa gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
1 origin: bases 546-9683

Kanamycin resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicilin resistance ORF: bases 2129-2089
pUC origin: bases 3134-3807

Figura 20. Primer vector de clonaje al azar: Vector pCR2.1. Vector
linealizado con desoxi-timidinas en sus extremos 3'en el SMC, resistente
a kanamicina y ampicilina con origen de replicacién rapida y seleccién
mediante la interrupcion del gen lacZ en su SMC. Corriente arriba y
corriente abajo del SMC contiene secuencias de cebadores M13 que
permiten su secuenciacion.

Se transformaron bacterias quimio competentes XI-1 Blue con el pCR2.1-kprp y se obtuvieron
aproximadamente 100 colonias por placa, 20 de las cuales desarrollaron color azul. Por lo tanto
la eficiencia de transformacion fue de aproximadamente 1 x 108 ufc/ug de ADN. Se picaron 14
colonias azules que se expandieron para luego purificar el plasmido mediante minipreparation
alcalina y mandarlo a secuenciar. Se seleccion6 un clon cuya secuencia contenida en el SMC

fuera el amplicon molde kprp (fig., 21)
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CTAGTGTATATCCTTGTGICTATCTTAGGTCAGGTAATAAT T GAACAAGGTTATGGTTGGCAGCTTGAGAATGCTCTGTCCTGTTGGGANAGRACAGGAACTGTGACAATAGGAARGATACATAACACCATGE
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“igura 21. Secuencia Spel-Kprp-Ncol contenida en el SMC del vector pCR2.1. Resultado de la reaccion de

secuenciacion utilizado el cebador M13.

La insercidn del amplicon molde kprp en el vector pCR2.1 se da
de manera azarosa (en cualquier sentido) por lo tanto, para la
sintesis de las sondas es necesario liberar el inserto y clonarlo en
otro vector de manera direccional. Para ello, el amplicon molde
kprp contenido en el SMC del vector pCR2.1 se liberd utilizando
las enzimas de restriccion Spel y Ncol (el amplicon molde kprp
contiene en sus extremos 5'y 3' secuencias de corte para dichas
enzimas). Los productos de Ila digestion se separaron

electroforéticamente en una matriz de agarosa al 1.8% y se utilizd

el agente intercalante BrEt para su posterior visualizacion en la

Figura 22. Digestion de
pCR2.1-kprp con Spel y Ncol . luz UV. El resultado obtenido se muestra en la fig., 22. Como se
Fotografia de electroforesis en
gel de agarosa 1.8% de
liberacion del amplicon molde Spe/y Ncol resultd en la linealizacion del plasmido y liberacion de
kprp. Carril 1: pCR2.1-kprp )

(1:100 maxiprep) Carril 2: Un fragmento de aproximadamente 133pb. Como el fragmento

puede apreciar en la misma, la digestion del pCR2.1-kprp con

Digestion pCR2.1-kprp con Spel |iherado tiene un tamario correspondiente al del amplicon molde
y Ncol (50ul), Carril 3: MPM
100pb ladder (Fermentas). kprp asumimos que se trataba de este y procedimos a clonarlo en

el vector pGEMT-Easy previamente linealizado con Spel 'y Ncol.

El vector del segundo clonado y de la transcripcion, el pGEMT-Easy (Promega, fig., 23) posee
un unico sitio de corte para Spel (nt64) y Ncol (nt37), contenidos en su SMC. Esto permite el
clonaje direccional del amplicon molde kprp. La digestién del vector con dichas enzimas resulta
en un vector lineal con un extremo cohesivo para Spel y otro para Ncol al igual que el amplicon
molde kprp liberado con dichas enzimas del vector pCR2.1-kprp. Por lo tanto la ligacion de
ambos fragmentos de ADN se dara, unicamente en una direccion, utilizando la

complementariedad de bases de sus extremos cohesivos Spel y Ncol. Al igual que el vector
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pCR2.1-TOPO, el vector pGEMT-Easy
contiene el gen e la R-lactamasa y en

T4 | su SMC el gen lacZ. Por lo tanto la
Apal 14 .y, .
Aatll | 20 seleccion de clones recombinantes se
oph 2
Amp . \ | N@o_l 37 . . e
|' [ pGEv tT Easy lacZ BoiZ| | 4 realizé por ampicilina y desarrollo de
ector T T
— Sac ll 9 P
(3018bp) EooR| | 52 color azul. Ademas, el vector pGEMT-
Spel 4 . .
Bl | 70 Easy posee corriente arriba del SMC
Not | 77
BstZ | 77 .
sl | 8 un promotor para la ARN polimerasa
Sal 90
\ Secl | 100 T7 y corriente abajo del SMC un
BstX| [118
\ S promotor para la ARN polimerasa SP6.
\| 4 spe |1

Esto permite la sintesis de ARN

Figura 23. Vector utilizado para el clonado direccional de ytilizando como molde ambas hebras
kprp molde: Vector pGEM-T Easy. Vector linealizado con

desoxi-timidinas en sus extremos 3' en el SMC, resistente a del ADNp.

ampicilina con origen de replicacion rapida y seleccion mediante

la interrupcion del gen lacZ en su SMC. Corriente arriba vy _ ) ] _
corriente abajo del SMC contiene los promotores para las ARN Para realizar el clonaje direccional de
polimerasa T7 y SP6 respectivamente. Spel-kprp-Ncol en el vector pGEMT-
Easy fue necesario un paso previo de circularizacion del plasmido, debido a que el mismo se
provee por el fabricante de forma lineal lo cual dificulta su digestion con las enzimas de
restriccion seleccionadas. Para ello, se ligo el inserto control provisto en el kit y se selecciond un
clon recombinante para ser digerido con las enzimas de restriccion Spel y Ncol y obtener asi el

vector pGEMT lineal con extremos cohesivos (Spel-pGEM-Ncol - por detalles ver ANEXO IlI-)

La transformacion de bacterias XI-1 Blue con el
producto de ligacion de Spel-kprp-Ncol con Spel-
pGEM-NCcol tuvo una eficiencia de trasformacion de 1
x 10® ufc/ug de ADN obteniéndose aproximadamente
un 15% de colonias azules por placa. Se picaron 10

colonias azules que se expandieron para luego
9 P P 9 Figura 24. Moldes para la sintesis de las

purificar el plasmido mediante minipreparation sondas anti-sentido y sentido de kprp.
Fotografia de electroforesis en gel de agarosa al
0.8%. Carril 1: maxiprep pGEM-kprp (1:10) Carril
secuenciacion de ambas hebras de ADN con los 2: digestion maxiprep pGEM-kprp con Spel (1:10)

. Carril 3: digestion maxipresp pGEM-kprp con
cebadores T7 y SP6 del vector para verificar la pgo

alcalina y mandarlo a secuenciar. Se realizo la

presencia de la secuencia amplicon molde kprp en
ambos sentidos y se seleccion6 un clon con estas caracteristicas para la sintesis de las sondas
(por detalles ver ANEXO 1V)
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Las digestiones de pGEM-kprp con Spel y Ncol resultaron en dos fragmentos unicos de ADN
lineal de aproximadamente 3Kb (fig., 24). Los mismos se trataron con proteinasa K para eliminar
la posible contaminacibn con nucleasas y se purificaron mediante extraccion con
fenol:cloroformo seguido de una precipitacion de etanol del ADN. Se obtuvieron 5ug de pGEM-
kprp-Spel y 3ug de pGEM-kprp-Ncol.

La sintesis de las sondas anti-sentido y sentido se realiz6 a partir de pGEM-kprp-Spel y pGEM-
kprp-Ncol utilizando las ARN polimerasas T7 y SP6

respectivamente. Las reacciones de transcripcion

biot biot

resultaron en 74ug de as-kprp™ y 31ug de s-kprp™.
La especificidad de las reacciones de transcripcion
electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa al
1.8% conteniendo formaldehido (fig., 25). Dado que
no contdbamos con un marcador de peso molecular
de ARN se utilizé como referencia un marcador de

peso molecular de ADN. Si bien este no puede ser

utilizado para evaluar el tamafo de los productos de

biot

. .y . H biot "
transcripcion, dado el ARN y el ADN tienen patrones Figura 25. as-kprp™ y s-kprp™ . Fotografia de
electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa al

de migracion distintos en las matrices de agarosa, €l 1.8%. Carril 1: MPM 100pb Ladder (Fermentas),

mismo se utiliz6 como referencia del rango de ©@Ti 2 Producto de franscripcion con T7 (as-

kprp~) Carril 3: Producto de transcripcion SP6 (s-
tamafo. La presencia de una unica banda en el gel kprp®).

indic6 que las reacciones de transcripcion fueron

especificas. La reaccion de transcripcion con T7 tuvo como Unico producto el ARN as-kprp®®' y

la reaccion de transcripcion con SP6 tuvo como Unico producto el ARN s-kprp®®.

Las sondas se purificaron obteniéndose 16.44 ug de sonda anti-sentido a una concentracion de
82.23 ng/ul y 11ug de sonda sentido a una concentracion de 54.82ng/ul.
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5.5 Validacion de los marcadores de células AbA mediante Western blot,

inmunocitoquimica e hibridacién in situ.

5.5.a Analisis de la expresion de KPRP en las células AbA mediante Western blot.

La concentracion de proteina en las muestras se realizé por el método de BCA, luego de
realizar una curva estandar con BSA. La concentraciéon de proteinas en una muestra dada se

determind en base a la férmula:

[concentracidn de proteinas pg/ml]= (As7o - 7.59E-02)/ 1.83E-04

A partir de dicha ecuacién se calcul6 la concentracion de proteinas obtenida para las células
AbA los astrocitos no transgénicos y transgénicos. La concentracién de las muestras fue la
siguiente: Astrocitos NTg: 1mg/ml, Astrocitos Tg: 1.1mg/ml, AbAs: 2 mg/ml. Se separaron
mediante electroforesis en gel 10% de poliacrilamida 40ug de proteinas totales de cada tipo
celular y se transfirieron a una membrana PDVF. Se realiz6 la inmunodeteccion de KPRP en la
membrana utilizando el anticuerpo anti-KPRP de rata. Los resultados obtenidos se muestran en
la fig., 26A. En las células AbA se observaron 3 grandes bandas de aproximadamente 76, 55 y
45KDa. En los astrocitos transgénicos y no transgénicos se observd una unica banda de
aproximadamente 45KDa.

Como se menciond anteriormente Kong et al., (2003) reportaron que la deteccién mediante
inmuno blot de KPRP resulta en dos bandas de aproximadamente 76 y 55KDa (fig., 26B). El
unico fenotipo astrocitario estudiado que presento bandas correspondientes a 76 y 55KDa
fueron las AbAs. Consideramos entonces, que las bandas presentes unicamente en las células
AbA cuyos pesos moleculares corresponden a los reportados para KPRP representan la
reactividad especifica del anticuerpo con KPRP. Contrariamente, y basandonos en la evidencia
de la literatura, consideramos que la banda observada para los tres tipos astrocitarios a la altura
de 45KDa corresponde a la deteccion del anticuerpo de una proteina inespecifica distinta a
KPRP.
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AbA Tg NTg

Figura 26. La proteina KPRP se ex-presa en las células AbA. Inmunodeteccion de KPRP
mediante western blot. A) Imagen de la placa fotogréafica obtenida luego de revelado el
western blot anti-KPRP por bioluminiscencia. Carril 1: proteinas AbAs, las flechas amarillas
indican las bandas correspondientes a KPRP Carril 2: proteinas astrocitos Tg , Carril 3:
proteinas astrocitos NTg.Carril 4: MPM SM0441 (Fermentas). B) Extraido de Kong et al,,
(2003). Inmunodeteccién de KPRP en proteinas provenientes de fibroblastos de piel de rata
(carril 1) y queratinocitos de rata (Carril 2).

Teniendo en cuenta las suposiciones anteriormente mencionadas, se podria decir, que los
resultados obtenidos indican que kprp se expresa unicamente en las células AbA tanto a nivel
transcripcional como traduccional. Esto llevaria a considerar a la proteina KPRP como un nuevo

marcador molecular putativo de las células AbA.

Debido a que este anticuerpo ha sido disefiado por nosotros, siendo esta su primera utilizacién,
no existe bibliografia disponible que avale su especificidad para KPRP. Por lo tanto no podemos
afirmar que las bandas a las alturas de 76 y 55 KDa correspondan al reconocimiento de KPRP.
Previamente, es necesario caracterizar la identidad de las bandas observadas mediante
espectrometria de masas. Para ello, se realizara en un mismo gel de poliacrilamida la
separacion por SDS-PAGE de las proteinas provenientes de los tres tipos celulares por
duplicado y en espejo. Una vez finalizada la corrida, el gel se cortara a modo de obtener dos
geles idénticos. Uno de ellos sera transferido a la membrana de PDVF para el reconocimiento
posterior de las proteinas con el anticuerpo anti-KPRP mediante western blot, y el otro sera
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tefiido con azul de Coomasie. Utilizando como referencia el resultado del western blot se
recortaran las bandas correspondientes en el gel tefido con Coomasie. Las proteinas
contenidas en dichas bandas de poliacrilamida seran identificadas mediante espectrometria de
masas. Todo esto sera realizado en condiciones libres de queratina dado la abundancia de esta
proteina puede enmascarar los resultados esperados.

La banda observada para los tres tipos astrocitarios de un peso molecular distinto al de KPRP,
indica que el anticuerpo disefiado no seria 100% especifico para KPRP. En caso de confirmar la
inespecificidad de dicha banda mediante espectrometria de masas, la utilizacién del anticuerpo
disefiado en este trabajo como marcador especifico de células AbA quedaria invalidada. De ser
asi se procedera a la busqueda de epitopes mas especificos de KPRP para diseiar anticuerpos
nuevos cuyo rango de especificidad para KPRP permita la utilizacion de los mismos como
marcador molecular especifico de células AbA. Los epitopes especificos podran ser
identificados utilizando el Thermo Scientific Antigen Profiler. El Thermo Scientific Antigen Profiler
es una herramienta bioinformatica que permite disefar y crear péptidos antigénicos de alta
especificidad.

5.5.b Expresion de kprp en cultivo de células AbA y glias espinales SOD1%%A /-,

La herramienta molecular para la identificacién especifica de células AbA, la sonda anti-sentido
de kprp generada en este trabajo se evalué mediante FICH de AbAs y astrocitos no

transgénicos.

Dado no se pudo detectar expresidon de kprp en ninguno de los dos genotipos astrocitarios ni por
microarreglos ni por PCR, como tampoco se detectd expresion de KPRP mediante Western Blot
consideramos ambos genotipos equivalentes como controles de la validacién de la soda kprp.
Debido a que los astrocitos transgénicos se obtienen a partir de neonatos SOD1¢%**+/- y que
hemos tenido problemas en el mantenimiento y expansion de la colonia de ratas SOD1%%*
decidimos realizar los controles unicamente con los astrocitos no transgénicos que son mas

faciles de obtener.

Ademas, si bien los microarreglos se realizaron comparando a las AbAs unicamente con los
astrocitos, por considerarse una poblacion astrocitaria aberrante que surge en la patologia, el
estudio in vitro de la expresidbn de kprp se extendié a las demas poblaciones gliales
provenientes de la médula espinal de neonatos SOD1%%** -/- con el objetivo de validar la
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utilizacién de la sonda kprp como herramienta de caracterizacion de las células AbA ante otros
tipos gliales. Los resultados obtenidos se muestran en la fig., 27.

Como se puede apreciar en la fig., 26 el estudio de la expresion de kprp en cultivo de células
AbAs y glias provenientes de neonatos no transgénicos mediante FICH resulté en sefal positiva
(verde) unicamente en las células AbA (fig., 27A y B). La especificidad de la sonda fue
confirmada a través de la ausencia de sefial en las células AbA y en las glias SOD1%%** /- luego
de realizada en paralelo y en las mismas condiciones que la FICH con la sonda anti-sentido, la
FICH con la sonda sentido (fig., 27C, F). La presencia de astrocitos en el cultivo de células
gliales se confirmd mediante la sefal positiva para GFAP de la inmunohistoquimica (fig., 27 D,
E).

La presencia de sefal para la sonda anti-sentido de kprp exclusivamente en las células AbA
indica que dentro de la poblacion glial estudiada, kprp se expresa unicamente en las células
AbA. Por lo tanto, consideramos validada la herramienta generada para identificar a las células

AbA, la sonda anti-sentido para kprp, al menos dentro de las poblaciones gliales estudiadas.

Si bien basandonos en los resultados obtenidos, no se esperan cambios, es necesario realizar

el control con las glias espinales provenientes de neonatos SOD1°%#

+/- para descartar la
expresion de kprp en otros tipos gliales como producto de la expresién de la SOD1 mutada y
validar de esta manera la utilizacién de la sonda como marcador de células AbA respecto a

otros tipos gliales transgénicos.
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Figura 27. Kprp se expresa en células AbA en cultivo. Imagenes obtenidas por
microscopia confocal de FICH (kprp) e inmunohistoquimica (GFAP) en AbAs y células
gliales provenientes de la médula espinal de neonatos SOD1%%* ... En verde se
muestran las sonda de kprp y en rojo GFAP. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). A,B)
FICH e IHQ sonda anti-sentido kprp en células AbA pasaje 3. D,E) FICH e IHQ con sonda
anti-sentido de kprp en células gliales. C,F) FICH e IHQ con sonda sentido kprp en células
AbA y glias no transgénicas respectivamente .
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5.5.c Expresion de KPRP en cultivo de células AbA y glias espinales SOD1%%% /.,

Si bien el anticuerpo anti-KPRP resulté no ser 100% especifico, basandonos en las diferencias
de reconocimiento observadas para los distintos tipos celulares decidimos evaluarlo de todas
maneras, como posible marcador especifico de células AbA, mediante ICQ.

Debido a que los diferentes genotipos astrocitarios neonatales exhibieron el mismo patrén de
senal inespecifico en el western blot para KPRP, asumimos que el estudio de la expresién de
KPRP mediante ICQ revelaria el mismo patron de sefial para ambos genotipos. Por lo tanto y
debido a las adversidades afrontadas en la expansion y mantenimiento de la colonia de ratas
SOD1%%* decidimos utilizar tnicamente astrocitos no transgénicos en vez de ambos genotipos

para los estudios comparativos de ICQ de KPRP utilizando el anticuerpo anti-KPRP.

AbAs Queratinocitos

KPRP/DAPI

KPRP/DAPI

Figura 28. Localizacion intracelular de KPRP. a,b) ICQ de células AbA en cultivo, en
verde se muestra KPRP y en azul el nucleo. La flecha indica los granulos de KPRP en el
citoplasma de las células AbA c,d) Extraido de Kong et al., (2003). Cultivo primario de
queratinocitos, en verde KPRP y en azul nucleos.
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En la fig., 28a,b se muestran las imagenes obtenidas para la ICQ de KPRP en las células AbA.

Como se puede apreciar en las imagenes, al igual que en los queratinocitos en diferenciacion

(fig., 28c,d), la KPRP en las células AbA presenta una distribucion citoplasmatica con un leve

patron granular.

En la fig., 29 se muestran las imagenes obtenidas para la ICQ de las células gliales

provenientes de la médula espinal de ratas SOD1°%* -/-. Como marcador astrocitario se utilizo

la proteina GFAP. Como se puede apreciar en la figura la ICQ para KPRP resulté en ausencia

de sefal en todas las células gliales presentes en el cultivo primario proveniente de la médula

espinal de neonatos no transgénicos.

Glias SOD1693A /-

KPRP/GFAP/DAPI

Figura 29. KPRP no se expresa en glias
neonatales SOD1°%* /- . Imagen obtenida
mediante microscopia confocal de ICQ de
KPRP (verde) y GFAP (rojo) en -cultivo
primario de células gliales provenientes de la
meédula espinal de ratas neonatas SOD1°%% .
/-. En azul se indican los nucleos tefiidos con
DAPI.

Debido a la diferencia de sefal observada para KPRP
entre las células gliales y las células AbA (ausencia vs.
presencia de sefial respectivamente) se podria deducir
que la concentracion del anticuerpo anti KPRP utilizada
para los mencionados estudios de ICQ fue sub-umbral al
limite de deteccion del método de estudio para la senal
inespecifica observada mediante western blot en los
astrocitos neonatales. Por lo tanto, consideramos que a
dicha concentracion el anticuerpo anti-KPRP podria ser
utilizado como herramienta molecular para Ia
discriminacion de células AbA de otros tipos gliales

mediante ICQ.
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5.6. Caracterizacion in situ de células AbA mediante inmunohistoquimica e hibridaciéon
in situ en cortes de médula espinal de ratas SOD1G93A+/- y SOD1G93A +/-.

5.6.a Expresion de KPRP en la médula espinal de ratas SOD1°%A +/-y /-,

Si bien en el western blot utilizando el anticuerpo anti-KPRP disefiado para rata, se detectd
sefal inespecifica en los astrocitos no transgénicos y transgeénicos (fig., 26A, banda de
aproximadamente 45KDa), la ausencia de sefial para KPRP en el cultivo de células gliales
provenientes de la médula espinal de neonatos SOD1%%** /- utilizando el mismo anticuerpo (fig.,
29), condujo a evaluar a dicho anticuerpo como una posible herramienta molecular para la

caracterizacion de células AbA in situ.

SOD1G93A /. SOD1693A +/- Asintomatico SOD1693A 4/- Sintomatico

KPRP/GFAP

KPRP/GFAP

Figura 30. KPRP se expresa en la médula espinal de ratas transgénicas sintomaticas. Imagenes
obtenidas por microscopia confocal de IHQ en cortes de médula espinal provenientes de ratas
SOD1°%%* /- (AyB), SOD1%%* +/- asintomaticas (C,D), y SOD1%%* +/- sintomaticas (E,F). En rojo se
muestra KPRP y en verde GFAP. Notese que en animales no-transgénicos o en animales transgénicos
asintomaticos la immunotincién solo se observa en los cuerpos celulares de neuronas y motoneuronas.
En comparacién, el anticuerpo marca células gliales exclusivamente en animales transgénicos
sintomaticos. En amarillo se observa la co-localizacion de GFAP con KPRP (flecha) en células que
tienen la localizacion y morfologia de células AbAs. Con asterisco se indica una sub-poblacion de
células gliales mas pequefias que son KPRP positivas y GFAP negativas.
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La evaluacion del anticuerpo como herramienta de caracterizacion de células AbA in situ se
llevé a cabo mediante IHQ en cortes de la médula espinal de ratas transgénicas sintomaticas
tardias, asintomaticas y sus pares no transgénicos. Los resultados obtenidos se muestran en la
fig., 30. En esta figura se aprecia la IHQ para KPRP en los cortes de médula espinal resulto en
una sefal en el soma de las motoneuronas tanto en los animales transgénicos como en los no-
transgénicos asintomaticos y sintomaticos tardios. Ademas, se pudo apreciar sefal en células
aparentemente no neuronales unicamente en los animales transgénicos sintomaticos. Debido a
que la sefal neuronal para KPRP se observa tanto en los animales transgénicos como en los no
transgénicos, se podria considerar a la sefhal observada independiente de la expresion de la
SOD1 mutada. Basandonos en la evidencia existente que kprp no se expresa en motoneuronas
(Lobsiger et al., 2007), consideramos a esta sefial como inespecifica. De las células no
neuronales que muestran sefal para KPRP se pueden distinguir al menos dos poblaciones
distintas, una GFAP positiva y otra GFAP negativa. Es importante sefialar que las células
Kprp+/GFAP+ presentan una localizacién en el asta ventral y un tamafno (>40um) idénticos a las
células AbAs descritas previamente (Diaz-Amarilla et al, 2011).

Finalmente, debido a la inespecificidad exhibida para motoneuronas, los resultados obtenidos
no fueron suficientemente contundentes como para validar la utilizaciéon del anticuerpo anti-
KPRP como herramienta molecular de caracterizacion de células AbA in situ. Pero las
diferencias observadas en los animales en estado terminal de la patologia indican que el
reconocimiento de células no neuronales es dependiente de la expresién de la SOD1 mutante.
Por lo tanto, podria considerarse a la sefial no neuronal del anticuerpo anti-KPRP como una

herramienta molecular de caracterizacion de células presentes unicamente en la patologia.

Es posible que concentraciones menores del anticuerpo anti-KPRP resulten en la pérdida de la
senal inespecifica de las motoneuronas, por lo tanto es necesario optimizar las condiciones de
la IHQ para poder validar o descartar de manera mas asertiva la utilizacién de dicho anticuerpo

como marcador molecular de células AbA in situ.
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5.6.b Expresién de kprp en la médula espinal de ratas SOD1G93A +/-y -/-.

Una vez validada, en cultivo celular, la sonda anti-sentido de kprp como marcador molecular de
células AbA se procedid a la caracterizacion in situ de las células AbA utilizando dicha
herramienta.

16937 4/- en el

Debido a que las células AbA provienen de la médula espinal de ratas SOD
estado terminal de la patologia, la caracterizacion in situ de las células AbA se llevo a cabo
mediante FISH utilizando la sonda anti-sentido para kprp en cortes de médula espinal

provenientes de ratas SOD1°%%4

+/- cursando la etapa final de la enfermedad. Como control se
utilizaron cortes de médula espinal de ratas SOD1°%** /- de la misma camada a igual edad
post-gestacional. Los animales transgénicos se encontraban en el estado terminal de la
patologia, presentando sintomas delanteros severos mientras que sus pares no transgénicos

gozaban de buena salud.

La caracterizacion in situ de las células AbA mediante FISH utilizando la sonda anti-sentido de

1693”2 +/- cursando el estadio

kprp en cortes de médula espinal provenientes de ratas SOD
terminal de la patologia resultd en sefial positiva para la sonda anti-sentido de kprp en las dos
ratas estudiadas (fig., 31). La distribucion y el patron de la sefal se corresponden para ambos
animales. Esta sefal pudo apreciarse en un elevado numero de células presentes en el asta
ventral de las regiones cervical toracica y lumbar de la médula espinal. Se observo un aumento
en el numero de células positivas en los cortes provenientes de la regién cervical. Asimismo,
también se observo sefial en algunas células del hasta dorsal y en algunas células de la

sustancia blanca (fig., 32).

Contrariamente a lo observado para la FISH en los cortes de médula espinal de las ratas
transgénicas cursando la ultima etapa de la patologia, en los cortes provenientes de sus pares
no transgénicos no se aprecié sefal positiva para la sonda anti-sentido de kprp (fig., 33B) en
ninguna de las regiones de la médula espinal estudiadas (cervical, toracica y lumbar).
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SOD1G93A +/- Sintomaticos

gura 31. kprp se expresa en la médula espinal de ratas SOD1%%* 4/ sintomaticas. Imagenes obtenidas por microscopie

» epifluorescencia de la FISH para kprp en el asta ventral de cortes de médula espinal cervical de ratas transgénicas cor
atomas tardios. En azul se indican los nucleos celulares tefiidos con DAPI y en verde la sefial correspondiente a la sonda anti
ntido de kprp. A,B,C,D) Imagenes obtenidas a una magnificacion de 10X en el microscopio de epifluorescencia. Las lineas
ancas delimitan la sustancia gris. E,F) Imagenes obtenidas a una magnificaciéon de 20X en el microscopio de epifluorescencia
1s flechas indican las células que podrian ser AbA.

Para confirmar la especificidad de la sefial observada se realizo, al igual que para los cultivos
celulares, la FISH con la sonda sentido de kprp. Como se puede apreciar en la fig., 34A no se
detectd sefal por lo tanto confirmamos nuevamente que la secuencia de la sonda anti-sentido
es especifica para kprp también en el tejido. Como control de la reaccion de revelado de la
sonda, se realizo la FISH sin sonda. En la fig., 33B se aprecia la ausencia de sefal, indicando
que la sefal observada para la sonda anti-sentido se debe exclusivamente a la hibridacién de la
misma con su blanco en el tejido y no a una actividad inespecifica de la peroxidasa enddgena o

a la biotina presente en el tejido.

Los resultados negativos obtenidos para la sonda sentido para kprp tanto a nivel celular (FICH)
como a nivel tisular (FISH) validan los resultados de sefal positiva obtenidos con la sonda anti-
sentido de kprp, indicando una alta especificidad de la secuencia de dicha sonda con su gen

blanco (kprp) tanto en las células como en el tejido. Sumado a los resultados obtenidos para la
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hibridacion sin sonda, podria considerarse entonces, que la
sefal observada con la sonda anti-sentido corresponde pura y
exclusivamente a la expresion de kprp. Por lo visto y
considerando la inespecificidad exhibida por el anticuerpo anti-
KPRP tanto mediante western blot como mediante [HQ,
consideramos a la sonda anti-sentido para kprp un indicador
mas asertivo de la expresion de kprp.

110 p%_’

Basandonos en la especificidad observada para la sonda anti-
Figura 32. Expresion de kprp en la

sustancia blanca de la meédula Sentido para kprp decidimos realizar el estudio de la expresion
espinal de ratas SOD1%%A  4/. de GFAP en
sintomaticas tardias. Imagen

obtenida por microscopia confocal de marcador de las mismas la sonda anti-sentido de kprp. Debido
FISH (kprp) en la sustancia blanca de
la médula espinal transgénica. En

azul se indican los nucleos tefiidos anticuerpo anti-KPRP demostré no serlo consideramos que los
con DAPI.

las células AbA tisulares utilizando como

a que la sonda es especifica para kprp mientras que el

resultados obtenidos mediante la FISH utilizando la sonda anti-
sentido para kprp reflejan de manera mas apropiada la realidad biolégica que los obtenidos
mediante IHQ utilizando el anticuerpo anti-KPRP.

De acuerdo a lo esperado, la expresion de kprp pudo apreciarse unicamente en la médula
espinal proveniente de animales transgénicos con sintomas tardios. Basandonos en los
resultados obtenidos para la expresion de kprp en el estudio por microarreglos, confirmada por
PCR y demostrada por FICH, a partir de estos resultados podriamos decir que pudimos
evidenciar por primera vez in situ a las células AbA mediante un marcador especifico. Sin
embargo, los resultados obtenidos no son suficientes para afirmar que la expresion de kprp
observada en el tejido enfermo sea producto unicamente de las células AbA. Podrian haber
otras células que en condiciones patologicas expresen kprp y formen parte de la poblacion kprp
positiva observada en la médula. Habria que hacer estudios de co-localizacion con anticuerpos
especificos para las diferentes poblaciones celulares de la médula espinal para conocer

exactamente las células que conforman a esta poblacion.
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SOD1G93A -/- adultos.
A)

as-kprp | DAPI

100 pm

Figura 33. kprp no se expresa en la médula espinal de ratas SOD1°%** -/- adultas. Imagenes

obtenidas por microscopia de epifluorescencia (izquierda magnificacion 10X) y confocal (derecha
magnificacion 20X) de la FISH para kprp en cortes de médula espinal de ratas adultas no
transgénicas. A) asta ventral y sustancia blanca de la region lumbar de la médula espinal, B) hasta
ventral region cervical de la médula espinal.

SOD1G93A +/- sintomaticos

110 p*1_*

Figura 34. Controles para determinar la especificidad de la sonda as-kprp. Imagenes
obtenidas por microscopia confocal a una magnificacion de 63X. En azul se muestran los
nucleos. A) FISH con la sonda sentido de kprp del hasta ventral de la médula espinal de ratas
transgénicas en el estado terminal de la patologia. B) FISH sin sonda del hasta ventral de la
médula espinal de ratas transgénicas en el estado terminal de la patologia.

Finalmente y a modo de resumen en la Tabla 6 se listan los marcadores de células AbA
conocidos al momento. La misma esta compuesta por marcadores proteicos de células AbA
reportados en Diaz-Amarilla et al., (2012) y kprp aportado a raiz de este trabajo. Se indican los

valores de expresidon comparativa obtenidos para los mismos en el estudio por microarreglos.
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Para las proteinas GFAP, Cx43, Vimentina, GLT1, Olig2, Iba1 la relacion de expresién proteica
entre los distintos tipos astrocitarios coincide con la relacion de expresidn a nivel transcripcional
observada en el estudio por microarreglos. Respecto a las diferencias observadas para s1001R
podrian atribuirse a inespecificidad del anticuerpo utilizado dado que s100a si se encuentra
sobre-expresado a nivel transcripcional en las células AbA. Las diferencias observadas para la
Glutamina sintetasa y NG2 pueden deberse a niveles de regulacién post-transcripcional
diferentes en las células AbA.

Expresion Proteica Expresion génica
Nombre Astr‘ll'o_;_:itos Astrocitos | 5, FC AbA | FCAbA | FCTg de:le(::ta VZI-u
-Tg Tg vs. NTg vs. Tg | vs.NTg do e
. XX en dos
XXX (patron | .. X .

GFAP . filamentoso . -85.64 -139.73 0.71 réplicas
filamentoso) ( ) (difuso) sz <0.05
Cx43 X X XXX 1.88 1.47 1.28 - 0.291
s100R X X XXX -551.41 -854.04 1.55 - <0.05
VIMENTINA X X XX 1.07 1.22 -1.14 - 0.717

enlas 3

GLT1 XX XX - -59.99 -93.28 1.58 réplicas
AbA <0.05
GS XX XX XX -3.55 -3.73 1.05 - 0.07
NG2 X X - 2.12 4.28 -2.02 - 0.491

enlas 3

OLIG2 - - - -137.57 -212.23 1.54 réplicas
AbA <0.05
ED1 - - - -1.61 -2.87 1.78 - 0.179

en3

réplicas

IBA1 - - - -6.52 -57.58 8.85 AbAY 1
N-Tg | 0.266

fabla 6. Marcadores moleculares de células AbA conocidos al momento. En color se resalta el marcador kprp
lescripto por primera vez en este trabajo. Los resultados de expresidon proteica fueron extraidos de Diaz-Amairilla, 2011.

Curiosamente, ademas de la sub-regulacion en gfap las AbA exhibieron sub-regulacion también
en la expresion de otros genes utilizados como marcadores proteicos tipicamente astrocitarios
como son la Glutamina Sintetasa, el transportador de glutamato (GLT1), el transportador de
glutamato aspartato (GLAST) , y la proteina B de union a calcio (s100B). Si bien los niveles de

expresion del ARNm, debido a la regulacion post-transcripcional, no reflejan necesariamente el
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nivel de expresion proteica los datos previos indican que en las AbA existe una sub-regulacién
también a nivel proteico de GFAP y GLT1.

El rol del GLT1 como regulador de la excitotoxicicidad en el desarrollo de la patologia ha sido
ampliamente estudiado en los ultimos anos (Rothstein et al., 1992, Maragakis et al., 2005, Pardo
et al., 2006, Lepore et al., 2008). Tanto en ELA como en otras enfermedades
neurodegenerativas se ha observado una pérdida significativa en la expresion de este
transportador (Rothstein et al., 1996, Danbolt, 2001). Por lo tanto la presencia de células AbA en
la médula espinal sin expresiéon de GLT1 podria tener un rol importante en el desarrollo de la

patologia.

La evidencia indica que en estas patologias la regulacion de la expresion de GLT1 se da
mediante mecanismos epigenéticos como la hipermetilacion de islas CpGs en su promotor
(Yang et al., 2010). Por otra parte, un estudio llevado a cabo por Yoo et al., (2011) en ratones
SOD1°%* demostré que el tratamiento con tricostatina A luego de iniciados los sintomas,
aumento significativamente el promedio de duracion de sobrevida y prolongo la expectativa de
vida un 7%. La tricostatina A es un agente inhibidor de la deacetilacion de histonas, por lo tanto
tiene el potencial de revertir la inhibicion de la expresion de genes regulados por deacetilacion.
Seria interesante estudiar si la sub-regulacion de GLT1 en las células AbA es debido a una
regulacion epigenética de su promotor ya sea por deacetilacion de histonas o por
hipermetilacion de islas CpGs. De ser asi la pérdida de expresion de GLT1 en este tipo
astrocitario podria revertirse con tricostatina A (en caso de encontrarse regulada a nivel de
histonas) o 5-aza-2'-deoxycytidine (en caso de estar regulada por metilacion de su promotor).
Ambas drogas han sido aprobadas por la FDA para tratar diversas enfermedades, en su
mayoria diversos tipos de cancer, y han demostrado resultados satisfactorios. Por lo tanto la
evaluacion de los efectos de estas drogas en el desarrollo de la patologia en el modelo de ratas
SOD1%%A podria tener implicancias terapéuticas relevantes para la enfermedad en humanos.
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6. CONCLUSIONES

El estudio comparativo de perfil transcripcional utilizando la técnica de microarreglos
revelo diferencias importantes y significativas en la expresion de diversos genes entre las
células AbA vy los astrocitos neonatales transgénicos y no transgénicos. Entre los genes
cuya regulacion de la expresion fue significativamente mayor en las células AbA, se
identifico el gen que codifica para la proteina de queratinocitos rica en Prolina (KPRP). La
proteina KPRP es una proteina especifica de queratinocitos, cuya expresion ha sido
sefalada en la literatura como limitada a la epidermis tanto en humanos como en ratas.
La expresiéon de KPRP en el SNC se reporta por primera vez en este trabajo. La funcidn
de esta proteina permanece siendo desconocida. Dadas sus caracteristicas estructurales,
en la literatura se la postula o bien como una proteina estructural de la capa cérnea de la
epidermis o como una proteina funcional perteneciente a la familia de proteinas
asociadas a los filamentos intermedios (IFAPs). Las IFAPs afectan la dinamica de los
filamentos intermedios, actuando como eslabones criticos en el ensamblaje del
citoplasma que brinda estabilidad mecanica a las células y al tejido. Por lo tanto la
expresion de KPRP en las células AbA podria significar una ventaja competitiva. De ser
asi, KPRP surgiria como un nuevo blanco terapéutico de la ELA. La expresidon de kprp en
las AbAs se detectdé tanto a nivel transcripcional como a nivel traduccional.
Contrariamente, no pudo detectarse expresion del mensajero ni de la proteina de KPRP
en los dos genotipos astrocitarios neonatales estudiados. Estos resultados llevaron a
postular a kprp/KPRP como un nuevo marcador molecular especifico de células AbA. Por
lo tanto, se disefiaron y desarrollaron anticuerpos especificos poli-clonales para KPRP de
rata y sondas de ARN complementarias al ARN mensajero de kprp de rata. Mientras que
el anticuerpo para KPRP disefiado no pudo validarse debido a que mostré inespecificidad
tanto en el western blot como en la IHQ, si se pudo validar la especificidad de la sonda de
ARN para kprp. Dicha herramienta permiti6 demostrar por primera vez la expresion de
kprp en la fase sintomatica de la ELA en ratas SOD1%%*# +/- y su localizacién en células
AbA. Los resultados obtenidos hacen emerger a kprp como un nuevo gen asociado a la
neurodegeneracion. Existe evidencia que las AbA estan presentes en el tejido en etapas
anteriores al desarrollo de los sintomas, esto conlleva a postular a kprp como un posible

marcador diagnostico de la ELA.
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7. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo seran publicados en una revista internacional.
Previamente, los datos de los microarreglos seran depositados en las bases de datos
internacionales. Para validar de manera mas amplia a kprp como marcador especifico de
células AbA es necesario profundizar en el estudio de los tipos celulares de la médula
espinal que expresan kprp. Para ello se realizara la FISH utilizando la sonda para kprp e
IHQ utilizando anticuerpos marcadores de astrocitos (GFAP, s100b, GLAST),
motoneuronas (ChAT), microglias (Cx43, Iba1, Cd11b), oligodendrocitos (Olig 2) y
progenitores gliales (NG2) en la médula espinal de ratas transgénicas en etapas tardias
de la patologia. Estos estudios revelaran de manera mas especifica la identidad de las
células que conforman la poblacion kprp positiva considerada en este trabajo como
células AbA. Asimismo, para confirmar la identidad de la sefial observada para KPRP en
la ICQ de células AbA y en la IHQ de la médula espinal de ratas transgénicas, se
realizara mediante espectrometria de masas la identificacion de las proteinas

reconocidas por KPRP en el western blot.

Debido a que no existen al momento marcadores que permitan el diagnostico temprano
de la ELA, es de suma relevancia estudiar el potencial diagnostico y pronostico de kprp.
Para ello se estudiara mediante FISH la expresién de kprp en la médula espinal de ratas
SOD1°%A +/- a partir de los 2 meses de edad hasta la aparicién de los sintomas. En caso
de observar sefal positiva para kprp anterior al comienzo de los sintomas se procedera
con la sintesis de una sonda de ARN para kprp de humanos y se realizaran estudios de

la expresidon de kprp en muestras de médula espinal de pacientes de ELA.

Ademas con perspectivas a la aplicacion diagnostica de kprp, se estudiara la presencia
de kprp en el liquido cefalorraquideo de las ratas transgénicas en comparacion a las no
transgénicas tanto a nivel de mensajero (qQPCR) como a nivel proteico (Western blot).
Para ello es necesario encontrar un anticuerpo anti KPRP de rata mas especifico al
disefiado en este trabajo. Se buscaran epitopes antigénicos mas especificos para la
sintesis de anticuerpos que puedan ser utilizados como herramientas moleculares

especificas para la deteccion de KPRP.

Como objetivo a largo plazo se propone estudiar las propiedades funcionales de la
expresion de KPRP en las células AbA. Para ello, se podria comenzar con el
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silenciamiento de kprp con ARN de interferencia (ARNi) y evaluar la capacidad
proliferativa y neurotoxica de las mismas. En caso de observar diferencias con el fenotipo

original kprp deberia ser evaluado como un nuevo blanco terapéutico en la ELA.

Finalmente, el haber encontrado un gen de expresion especifica en las células AbA
permite la evaluacidon de manera mas asertiva de la existencia de células AbA en otros
modelos de neurodegeneracion como la Enfermedad de Alzheimer o Enfermedad de
Huntington.
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ANEXO I: Calidad del ARN utilizado para el analisis por microarreglos

La evaluacién de la integridad del ARN es un paso critico para la obtencién de datos
validos de expresion génica, siendo un requisito clave la utilizacién de ARN intacto. El
2100 Bioanalyzer de Agilent y sus kits asociados RNA 600 Nano y Pico LabChip se han
vuelto el estandar en la evaluacién de la calidad y cuantificacion del ARN. Basandose en
una separacion electroforética en chips micro-fabricados, las muestras de ARN son
separadas y subsecuentemente detectadas mediante una fluorescencia inducida por
laser. El software del Bioanalyzer genera un electroferograma con una imagen del tipo gel
y exhibe los resultados como concentracion del la muestra y el ratio ribosomal. El
electroferograma proporciona una evaluacion visual detallada de la calidad de la muestra
de ARN, lo que puede llevar a errores de apreciacion. La degradacion del ARN es un
proceso gradual. A medida que avanza la degradacién del ARN hay una disminucién en
la relacion de las bandas ribosomales 18S y 28S y un aumento en las sefales de fondo
entre los dos picos ribosomales. El bioanalyzer genera automaticamente la relacion
ribosomal de las subunidades 18S y 28S. A fin de estandarizar el proceso de
interpretacion de la integridad del ARN, Agilent Technologies introdujo una nueva
herramienta para la evaluacion de la calidad del ARN. El RNA Integrity Number (RIN), fue
desarrollado para remover la interpretacion individual en el control de calidad del ARN.
Toma en cuenta la corrida electroforética completa. El algoritmo del software RIN permite
la clasificacion del ARN eucariota total, basado en un sistema de numeracién del 1 al 10,
siendo 1 el perfil mas degradado y 10 el mas integro. La herramienta RIN es
independiente de la variabilidad instrumental y de la variabilidad en la concentracion, por
lo que facilita la comparacidén de muestras de instrumento a instrumento y de laboratorio a
laboratorio. Facilitandose asi, la interpretacion de un electroferograma y permitiendo la
comparacion de muestras que aseguran la repetitividad de los experimentos. Para
realizar el estudio de microarreglos las muestras deben presentar un RIN mayor a 8 y una
concentracion minima de 133.33ng/ul de ARN total. Ademas la contaminacion proteica de
las muestras debe ser minima dado las puede interferir negativamente en las reacciones
de sintesis y marcaje del ARNc. El grado de proteinas presentes en las muestras se
evalua mediante espectrofotometria midiendo la absorbancia a de los grupos aromaticos
a 280nm. Paralelamente se mide la absorbancia de las bases nitrogenadas a 260nm y se
evalua el indice de la absorbancia a 260 sobre la absorbancia a 280. Como minimo valor
aceptable se considera un indice de 1.99 correspondiente a un 95% de acidos nucleicos
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y un 5% de proteinas presentes en la muestra. Los resultados obtenidos mediante el

bioanalyzer del ARN de las muestras de astrocitos se muestran en la fig., A1.
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Figura A1. Analisis cualitativo del ARN utilizado en los microarreglos. A) Imagen de la separacién
electroforética del ARN contenido en las diferentes poblaciones astrocitarias. Se observan dos bandas
mayoritarias correspondientes al ARNr 18S y 28S. B) Resumen del electroferograma obtenido para cada
una de las muestras. Los picos observados corresponden a los ARNr 18S y 288S.
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ANEXO II: Validacién de los datos de los microarreglos

Dos principales requisitos para cualquier plataforma de microarreglos son la
reproducibilidad y alta sensibilidad del sistema. La reproducibilidad provee los medios
para experimentos de alta confianza y la comparacion precisa de multiples muestras y
la alta sensibilidad permite la deteccion de cambios significativos en la expresion
geénica, incluyendo los cambios pequehos entre multiples conjuntos de genes. Estos
dos requerimientos son satisfactoriamente alcanzados en cualquier plataforma de un

solo color de Agilent.

Las cualidades técnicas de una plataforma de microarreglos se evaluan a través de la
reproducibilidad de la intensidad de sefal, el limite minimo de deteccion, el rango

dinamico lineal y la precision de la relacién logaritmica.

Los experimentos de microarreglos de expresion génica son procedimientos de varios
pasos en los cuales pequefas diferencias entre las muestras, procesos o variaciones
inducidas por el usuario pueden afectar la reproducibilidad de los datos de las sefales
del microarreglo. La reproducibilidad y calidad de los microarreglos se evalua a través
de métricas. Estas métricas se pueden utilizar para evaluar: el proceso de preparacion
de los microarreglos, la estadistica de la sefial de cada gen en cada arreglo (%CV), la
estadistica de la sehal de cada gen entre los microarreglos marcados con la misma
muestra (%CV), las estadisticas de relacion logaritmica (SD) para cada gen entre los

microarreglos y las métricas de las réplicas bioldgicas

Para evaluar el flujo de trabajo de los microarreglos de un color de Agilent, desde la
amplificacion de la muestra al marcado y procesamiento del microarreglo, se utilizd
como control positivo el Agilent One Color RNA Spike-In kit. Este control positivo
consiste en un conjunto de transcriptos conocidos optimizados para reconocer sondas
complementarias en el microarreglo de expresion génica de Agilent con minima auto-
hibridacién e hibridacion cruzada. Dicho conjunto de sondas esta disefiado de modo
que no posee complementariedad alguna con las muestras biologicas utilizadas en los
microarreglos. Los transcriptos control corresponden a 10 transcriptos poli-adenilizados
sintetizados in vitro derivados del gen E1A de adenovirus. Estos transcriptos se
encuentran pre-mezclados a concentraciones que abarcan 6 logaritmos de intensidad

de sefal y difieren por incrementos logaritmicos de uno o medio. El analisis de estas
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espigas se realiza en el FE software el cual genera un QC Report. El QC Report incluye
resultados estadisticos que ayudan a evaluar la reproducibilidad y confianza de los
datos del microarreglo. Estos son las métricas cuantitativas de cada microarreglo:
porcentaje de caracteristicas marcadas como valores atipicos no uniformes’, porcentaje
de caracteristicas marcadas como saturadas, promedio de la sefial neta® promediada
sobre todo el microarreglo, promedio del ruido de fondo local neto de la sefal®
promediado sobre todo el microarreglo y la desviacion estandar (DS) del ruido de fondo

local neto de la sefal sobre todo el microarreglo.

El primer resultado que se reporta en el QC Report como la figura de localizacién de
puntos de las 4 esquinas del microarreglo, indicativo del posicionamiento del mismo en
la cuadricula. Se analiza la distribucion de los puntos centroides de las 4 esquinas del
microarreglo. Si los mismos estan descentrados en una de las esquinas el microarreglo
se posicion6 de manera incorrecta en la cuadricula, invalidando los datos arrojados por
el microarreglo. En la Fig. A2 se muestran los resultados obtenidos para cada una de
las muestras. Como se puede apreciar, se observan puntos centroides en cada una de
las esquinas de los microarreglos para todas las muestras por lo tanto, los

microarreglos se posicionaron de manera correcta en la cuadricula.

Para evaluar los procesos de hibridaciéon y lavados se utiliza el analisis de la
distribucion de las poblaciones no uniformes y el numero de poblaciones atipicas. Estos
parametros se reportan en el QC Report. Valores elevados de poblaciones atipicas son
indicativos de fallas en la hibridacion, mientras que una distribucion significativamente
no uniforme de las poblaciones son indicio de fallas en los lavados. Las muestras
analizadas presentaron una distribucion uniforme de sus poblaciones y un porcentaje
de poblaciones atipicas aceptable validando asi, los procesos de hibridacion y lavados

realizados en el experimento.

/alores atipicos no uniformes: son caracteristicas marcadas por el FE software si la poblacion de pixeles dentro de un puntc
racteristica utilizado para calcular el promedio de la sefial posee una elevada desviacion estandar (DS) de la sefial. Generalm:
tas caracteristicas llevan a erréneos resultados de relacion logaritmica por lo que no se utilizan en los analisis estadisticos.
Seial Neta: es la sefial media menos la compensacion del escaner, por lo que la estadistica de la sefial neta es independiente
rsion del escaner.

-a estadistica del ruido de fondo local del anillo alrededor de la caracteristica se calcula utilizando el ruido de fondo local de tor
racteristicas del tipo control.
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Figura A2. Posicionamiento de los microarreglos para cada una de las muestras. Las figuras se
extrajeron del QC Report de cada una de las muestras. Se indica la distribucidon de puntos en las 4 esquinas
de cada uno de los microarreglos.

A los datos de expresion génica provenientes de los microarreglos comunmente se los
percibe como imprecisos (ruido de fondo) debido las imperfecciones inherentes a la
tecnologia. El ruido de fondo es causado cuando el laser de escaneo se refleja por una
superficie y no se puede eliminar completamente. Ocasionalmente, los altos niveles de
ruido pueden ser causado por desechos o sales remanentes de la hibridacion, o por el
aumento de la sensibilidad del escaner. El ruido de fondo se estima aproximadamente
en el QC Report mediante las estadisticas de los controles negativos (Negative Control
Stats). Las estadisticas de los controles negativos incluyen el promedio y SD de las
sefales netas y las sefales menos el control. Las muestras presentaron niveles

tolerables de ruido de fondo.

Otro parametro importante a tener en cuenta es el rango dinamico de la seinal en el
microarreglo. El rango dinamico de la sefal define los limites de la intensidad de sefal
obtenida en el microarreglo reflejando de manera precisa las diferencias en la cantidad
de transcriptos de interés presentes en la muestra. La evaluacién del rango dinamico
de la sefal de las sondas de interés y de las espigas control en el microarreglo se
realiza con la estadistica de la sefial neta. En la Fig A3 se muestran los resultados

obtenidos para cada una de las muestras.
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Figura A3. Estadistica de la seial neta. Tablas extraidas del QC Report de

cada una de las muestras. Se muestra el rango dinamico de intensidad de sefal

neta tanto para las espigas control como para las sondas no control.

Los controles positivos en el microarreglo son los correspondientes a los de las espigas control
previamente mencionadas. El Agilent One color Agilent One Color RNA Spike-In kit se diluye, se
amplifica y se marca en conjunto con la muestra de interés. En el QC Report se muestran los
valores intensidad de fluorescencia verde en funcién de la concentracién relativa de los transcriptos
control. A partir de la transformacion logaritmica de los datos se obtiene el rango de linealidad del
experimento. Idealmente las dos concentraciones menores de los transcriptos control debes caer
fuera del rango de linealidad, correspondiendo a ruido de fondo. Ademas las dos concentraciones
mayores deben poseer una pendiente distinta a la del rango lineal debido a la saturacion del
escaner. En el QC report este control de calidad de los transcriptos control se reporta como un
grafico y como tablas con los valores correspondientes de valores maximos y minimos de

concentracion e intensidad de la sefial del rango lineal con su desvio estandar correspondiente.

En la fig., A4 se muestran los graficos de log intensidad de sefial en funcién del log de la
concentracion relativa de los transcriptos control obtenidos para cada una de las muestras. Como

se puede apreciar en la fig., A4, todas las muestras presentaron el rango de linealidad deseado.

Finalmente, el conjunto de resultados de la métrica del control de calidad se resume en una tabla al
final del QC report. En la misma se indican los valores minimos aceptables de los parametros. Los
resultados obtenidos para cada una de las muestras se encuentran en las tablas de la fig., AS.
Como se puede apreciar la mayoria de los valores para cada una de las muestras se encentraron
dentro del rango bueno. Los datos indicados a evaluar corresponden a una falla en la fabricacion

del lote de slides utilizado por lo que carece de significancia.
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Figura A4. QC Report del Agilent Spike-In One color. Grafico del Log de la sefal
verde procesada para cada transcripto en funcién del Log de la concentracion
relativa. A niveles de sefales elevados las barras de error son pequefias debido a
saturacion del escaner. Las mayores barras de error observadas para las sefales de
menor intensidad indican que las mismas estan dentro del ruido de fondo.

Normalizaciéon. La hipotesis subyacente al analisis de microarreglos es que las
intensidades medidas para cada gen arreglado representan el nivel de expresion relativa
del mismo. Los patrones de expresion biologicamente relevantes se identifican
tipicamente comparando los niveles medidos de expresion entre diferentes muestras en
una base de gen por gen. Debido a que en los experimentos de microarreglos existen
muchas fuentes de variacidn sistematica (cantidades iniciales distintas de ARN,
diferencias en la hibridacion entre chips, diferencias en la fabricacion de los chips, etc)
para poder realizar dicha comparacién es necesario transformar los datos obtenidos para
minimizar las diferencias no bioldgicas y revelar las verdaderas diferencias entre las
muestras. Es decir, los microarreglos se estandarizan uno con otro para permitir la
comparacion cruzada entre los mismos. Esto se conoce como normalizacion de los
datos. La normalizacién se realizé utilizando el Gene-Spring GX 12.5 Expression Analysis
Software (Agilent Technologies, Mississauga, ON, USA). Brevemente, se seleccion6 un
umbral de sefal de las muestras igual a 1, se transformaron los datos en log base 2 y se
aplico el algoritmo de normalizacién del Corrimiento de Percentil 75. El percentil 75 es un
valor de intensidad robusto para normalizar los datos. Dentro de cualquier muestra que
se analice siempre hay cierto porcentaje de genes que no se expresan. Aunque un gen

no se exprese, en el microarreglo hay una sonda para ese gen que reportara de todas
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maneras un valor de intensidad. Estos valores de intensidad seguramente se encuentren
dentro del rango inferior del percentil. Utilizando un percentil elevado como el 75, estos
valores se consideran ruido y son menos fiables. Luego de la correccidon de la linea de
base media re realizo el control de calidad de las muestras en el Gene Spring GX 12.5.
En la fig., A6 se muestran los resultados obtenidos para el analisis de los componentes
principales (PCA) y el grafico de las métricas del control de calidad. EI PCA calcula las
puntuaciones de los componentes principales y los representa visualmente en un grafico

de dispersion 3D.

Estos datos se utilizan para comprobar la calidad de los datos. En el grafico se
representa un punto por microarreglo y se colorea de acuerdo a su categoria. Esto
permite evaluar la separacion de las réplicas entre grupos. Idealmente las réplicas dentro
de un grupo se deben agrupar juntas y separadas de los microarreglos de los otros
grupos. Como se puede apreciar en la fig., A6 las réplicas de cada tipo celular se agrupan
dentro del mismo conjunto y se distinguen entre si. Por lo tanto se puede decir que los
tres tipos celulares presentan diferencias significativas que los diferencian entre si y que
ademas cada grupo se encuentra representado adecuadamente de acuerdo a sus
réplicas. El grafico de las métricas del control de calidad permite visualizar los valores
obtenidos en las tablas del QC Report. Como se mencioné anteriormente los valores
obtenidos indican que los resultados obtenidos a partir de los microarreglos realizados

son reproducibles y confiables.
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Figura A5. Tablas de resumen de resultados del reporte de control de calidad.
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Spring GX 12.5. Superior: 3D PCA Inferior: Gréaficos de las métricas del
QC Report del FE software.
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ANEXO IlI: Obtencion del vector pGEM lineal con extremos cohesivos Spely Ncol

En la fig., A7 se muestran los resultados obtenidos de la
digestion de la midipreparation de pGEM-Inserto Control con

Spel y Ncol. Como se puede apreciar, la digestion de pGEM-
Inserto Contol result6 en el plasmido lineal y en un unico
. — fragmento de ADN de tamafo correspondiente al inserto control.
—

Por lo tanto, asumimos que el fragmento correspondiente al

—

plasmido lineal corresponde al vector pGEM con extremos
cohesivos Spel y Ncol y procedimos asi con su purificacion de la

matriz de agarosa y su posterior ligacién con Spel-kprp-Ncol.

Figura A7. Linealizacion
de pGEM-Control Insert
con Spel y Ncol.
Fotografia de
electroforesis en gel de
agarosa al 1.8%. Carril 1:
MPM 100pb  Ladder
(Fermentas), Carril 2:
Productos de digestion
de pGEM-Control Insert
con Spel y Ncol (50ul),
Carril 3: midiprep pGEM-
Control Insert (dilucion
1:10)
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ANEXO IV: Secuencia del inserto clonado en el vector pGEM.

A

CCATGG TGTTAT GTATCTTCCTATTGTCACAGTTCCTGTACTTTCCCAACAGGACAGAGCATTCTCAAGCTGCCAACCATAACCTTGTTCAATTATTACCTGACCTAAGATAGACACAAGG ATATACACTAGT

i uhummh T 1‘ il

RCTAGTGTATATCCTTGTGICTATCTTAGGTCAGGTAATAATTGAACAAGGT TATGGTTGGCAGCTTGAGAATGCTCTGTCCTGTTGGGAAAGTACAGGAACTGTGACAATAGGAAGATACATAACACCATGG

e

Flgura A8. Secuencia correspondlente al amplicon molde kprp contenida en eI SMC del vector
pGEM. Resultados obtenidos de la secuenciaciéon de un clon recombinante pGEM-kprp. A) Secuencia
obtenida con el cebador T7 B) Secuencia obtenida con el cebador SP6.
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