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Segons el diccionari una Tesi és una dissertacié escrita sobre un tema l'estudi del qual
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academic de doctor a la corresponent facultat universitaria.
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La present Tesi és un recull dels darrers avengos que s’han aconseguit en la recerca de la
fisiopatologia de la Leucoencefalopatia Megalencefalica amb quists subcorticals. Per tal de
dur a terme aquests avengos s’han utilitzat diferents models animals i cel-lulars

desenvolupats al llarg d’aquest treball.

En aquest apartat d’introduccié primerament s’introdueix, de forma general, el context en
qué es desenvolupa la malaltia. En segon lloc, es descriuen les cél-lules principalment
implicades en aquesta, els astrocits i la seva funci6. | per acabar, es parla d’alguns models

animals generats per a I'estudi de malalties de la mielina.

1. LA LEUCOENCEFALOPATIA MEGALENCEFALICA AMB QUISTS
SUBCORTICALS(MLC)

1.1 GENERALITATS DEL SISTEMA NERVIOS

1.1.1 Organitzaci6 del sistema nervios

El sistema nervios té la capacitat de dirigir una gran quantitat de processos com sén el
funcionament dels organs interns, la memoria, el pensament, I'aprenentatge, i els processos
voluntaris i involuntaris de I'organisme. El sistema nervidés és divideix en: Sistema Nervios
Central (SNC) format per I'encéfal (cervell, cerebel i bulb raquidi) i la medul-la espinal; i el
Sistema Nervibés Periféric (SNP) format pels nervis cranials i els nervis periférics que surten

de la medul-la i les seves ramificacions.

El SNC és responsable de les necessitats vitals, la coordinacié i la resposta a estimuls.
L’encéfal i la medul-la espinal es troben protegits per les meninges, i per I'envoltura d0ssea

que proporciona el crani i la columna vertebral.

El SNP esta constituit pel conjunt de nervis i ganglis nerviosos, que envien i reben
informacié de les visceres, muscul esquelétic i drgans dels sentits connectant-los amb el
SNC. El SNP es divideix en Sistema Nerviés Somatic, el qual relaciona I'organisme amb el
medi extern; i el Sistema Nerviés Autonom, el qual relaciona el medi intern organic. Aquest
ultim es subdivideix en sistema simpatic, encarregat de realitzar accions amb despesa

energeética; i sistema parasimpatic, encarregat d’emmagatzemar energia.

1.1.2 Les cél-lules del teixit nervios

El teixit nerviés, tant el central com el periféric, esta format per dos tipus cel-lulars: les

neurones i les cél-lules glials.
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Les neurones son les encarregades de transmetre els impulsos nerviosos. Aquestes
cél-lules posseeixen uns processos anomenats dendrites. Les dendrites sén les
encarregades de rebre, integrar i transmetre els impulsos eléctrics (potencials sinaptics)

procedents de cél-lules veines.

Les cél-lules glials es divideixen en dos grups: la microglia i la macroglia; aquesta ultima

formada per cél-lules ependimals, astrocits i oligodendrocits.

La microglia constitueix el sistema immunoldgic del SNC. Esta formada per cél-lules petites
amb un cos dens i allargat, i unes prolongacions ramificades. S’originen com a precursors a
la medul-la Ossia, i arriben al SNC a través de la sang en forma de cél-lules fagocitiques,
derivades de macrofags, on poden romandre en baix nombre i en estat quiescent durant
llargs periodes. Quan en el medi apareixen productes de secrecid6 com citoquines,
aminoacids excitatoris o radicals lliures degut a una infecci6 o un trauma, la microglia
s’activa expressant una gran varietat d’antigens, constituint el sistema de defensa i de
reparacié del SNC. Pero la microglia també pot provocar la destruccio del teixit i de mort

neuronal segons el balan¢ de senyals activadores i inhibidores.

Les cél-lules ependimals juntament amb la musculatura llisa, els astrocits i les neurones
perivasculars, constitueixen la unitat neurovascular. L’objectiu principal de la unitat
neurovascular és proporcionar defenses, proveir el cervell d’energia i mantenir 'homeostasi
del microentorn cerebral. Les cél-lules ependimals constitueixen I'epiteli cerebral. Estan
interconnectades amb elles mateixes per unions adherents, unions gap i unions tight que

formen la barrera hematoencefalica.

Els oligondendrocits son cel-lules amb un cos petit i condensat i unes prolongacions
llargues i ramificades. La seva funci6 principal és la formacié de la mielina, recobrint els

axons neuronals.

La mielina esta formada per una estructura espiral formada per la prolongacié de la
membrana plasmatica dels oligodendrocits en el SNC, i de les cél-lules de Schwann en el
cas del SNP. La superposicié6 de la membrana plasmatica, que rodeja I'axd, forma una
estructura periddica de capes concentriques alternades. Aquestes capes sbén electrodenses
(membranes fusionades), i clares o linies interperiddiques (fusié de I'espai extracel-lular), les

quals formen una estructura laminar compacta que genera la mielina madura.

Cada beina de mielina es troba situada al llarg dels axons en segments anomenats

internodes, els quals confereixen aillament electric a I'ax6. Els espais que no es troben
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mielinitzats entre internodes s’anomenen Noduls de Ranvier, on hi ha una elevada densitat
de canals i transportadors idnics que generen els potencials d’acci6 fent que aquests saltin
d'un node a laltre. Aquest procés s’anomena conduccié saltatoria i permet que la
transmissi6 del impuls nervios sigui rapida i amb una minima despesa d’energia. A part de la
transmissié del impuls nerviés també s’implica a la mielina en el desenvolupament i el

manteniment de I'ax6, aixi com la inhibicié del creixement axonal i la seva regeneracio.

Els axons mielinitzats formen la substancia blanca, la qual ocupa més de la meitat del cervell
huma. S’ha observat que tant les mutacions en els gens relacionats amb la mielina, com els
canvis en l'estructura de la substancia blanca, causen una gran varietat de desordres
neurologics i psiquiatrics. La mielina pot ser danyada per malalties autoimmunes (com el cas
de I'esclerosi multiple), per desordres d’origen ambiental (com els causats per I'exposici6 a
dissolvents organics) o per malalties genétiques. Entre les malalties genétiques destaquen

les leucodistrofies.

1.2. LES LEUCODISTROFIES: MALALTIES ASSOCIADES A DEFECTES DE LA
MIELINA

Les leucodistrofies s6n un grup de malalties genétiques del sistema nerviods, on la generacio,
el desenvolupament i/o el manteniment de la mielina es veuen afectats. La paraula
leucodistrofia prové de les arrels gregues : “leuco” (blanc), “dis” (discapacitat), “frophos”
(creixement). El terme leucodistrofia es restringeix a aquelles malalties d’origen genétic que
afecten a la mielina, excloent malalties inflamatories i autoimmunes (com per exemple
I'esclerosi multiple), o d’origen ambiental com sén les causades per I'exposicié a dissolvents

organics. Les leucodistrofies que impliquen el SNC s’anomenen leucoencefalopaties.

Existeixen diferents gens implicats en el manteniment i funcionament de la mielina. Defectes
en aquests gens poden ser heretats seguint un patré dominant, recessiu o lligat al
cromosoma X. Mutacions en aquests gens i mutacions en gens relacionats que afecten de

manera indirecta la mielina poden donar lloc a aquestes patologies.

1.2.1 Classificacio de les leucoencefalopaties

Les leucodistrofies son un tipus de malaltia que acostumen a apareixer els primers anys de
vida a causa de que el pic maximde la mielinitzacié es produeix durant els dos primers, tot i

que el procés no es completa fins a 'adolescéncia.

Fins al moment, les leucoencefalopaties s’havien classificat seguint un criteri patologic o

bioquimic. Recentment, gracies als nous coneixements d’aquest tipus de malalties, els
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experts han generat una nova classificacié segons el defecte que pateixen.

Malaltia Gen afectat
Adrenoleucodistrofia (ALD) ABCD1
(7]
&l Adrenoleucodistrofia Neonatal (NALD) PEXS5; PEX1
g Sindrome Zellweger PEX1; PEX2;,PEX3;PEX5;PEX6, PEX12; PEX14;
2 g PEX26
8 Malaltia de Refsum infantil (IRD) PEX
a
Malaltia de Refsum d’adult (ARD) PHYH; PEX7
4
g Leucodistrofia metacromatica (MLD) ARSA
[]
(%}
]
2]
]
Malaltia de Krabbe (GLD) GALC
Malaltia d’Alexander (AxD) GFAP
E Malaltia de Canavan (CD) ASPA
E Sindrome de Vanishing White Matter (CACH) EIF2B
]
[}
2
2
> Leucodistrofia Megalencefalica amb quists subcorticals MLC1; GLIALCAM
Leucodistrofia ortocromatica pigmentada -
(%]
g Leucostrofia amb ataxia progressiva, sordesa i cardiomiopatia -
<
E Leucodistrofia hereditaria difusa amb esferiodes -
o
E Sindrom de Ravine -
a
Z Leucoencefalopatia amb edema intramielinic CLCN2
Leucodistrofies indeterminades -
® Malaltia de Pelizaeus-Merzbacher PLP1
=
E Malaltia similar a Pelizaeus-Merzbacher GJA12/GJC2; PLP1
=
Z Paraplegia espastica 2 (SPG2) PLP1
]
w
= Catarata congenita i hipomielinitzacié DRCTNNB1A
g
I
Leucodistrofies relacionades amb Pol-III POL3RA; PLO3RB
. . " - TREX1; RNASEH2B; RNASEH2C; RNASEH2A;
Sindrome de Aicardi-Goutieres (AGS) SAMHD1: ADART
Leucodistrofia autosomica dominant d’aparicié en adult LMNB1
Xantomatosis cerebrotendinosa (CTX) CYP27A1
g Sindrome Sjogren-Larsson ADLH3A2
<]
o Malaltia PCWH SOX10
=
<
Sindrome de Cockayne ERCCS8; ERCC6
Déficit de 'aminotransferassa 4-aminobutirat ABAT
Aciduria L-2-hidroxiglutaric L2HGDH
Leucoencefalopatia amb participacié del talam i del tronc cerebral EARS2
amb alt lactat

Taula 1. Classificacio de les leucodistrofies. Leucodistrofies agrupades segons el defecte que pateixen i

s’especifica el gen corresponent de la malaltia en les que es coneix.
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Les principals cél-lules encarregades de la formacié de la mielina sén els oligodendrocits
perd es requereix del funcionament conjunt amb els astrocits i les neurones per al bon
manteniment d’aquesta. Els astrocits s’han relacionat amb el manteniment de la substancia
blanca (Liedtke et al., 1996) i estan afectats en el cas d’algunes leucodistrofies, per exemple
la malaltia d’Alexander (Sen and Levison, 2006), VWM i MLC.

1.3 LA LEUCOENCEFALOPATIA MEGALENCEFALICA AMB QUISTS SUBCORTICALS:
MLC

L'any 1991, un neurdleg de Bombai va presentar les caracteristiques cliniques d’'un grup de
pacients locals pertanyents a un grup determinat del nord de la india, coneguts com els
Agarwals. Aquests pacients mostraven signes de macrocefalia, un lleuger retard mental i
espasticitat progressiva. No es van trobar anomalies metaboliques pero els estudis de
neuroimatge mostraven signes clars d'un trastorn de la substancia blanca, amb la
caracteristica principal de la presencia de quists a nivell subcortical. Degut al tipus de
transmissid genetica, es va proposar que la malaltia presentava un patré d’heréncia

autosdmic recessiu.

Des del seu descobriment, la malaltia va adoptar diferents nomenclatures, fins que la major
part d’investigadors implicats en el camp van consensuar la denominaci6 de MLC com

acronim per la Leucoencefalopatia Megalencefalica amb Quists subcorticals.

1.3.1 Caracteristiques cliniques de la malaltia

A partir de 'any 1995, diferents investigadors (van der Knaap et al., 1995a, 1995b; Singhal
et al., 1996; Topcu et al., 1998) van proposar un quadre clinic per a la malaltia MLC, basat

en aspectes clinics i en I'analisi de neuroimatge (MRI).

Avui dia els criteris principals per al diagnostic son:

1) Macrocefalia durant els primers anys de vida. Posteriorment, el creixement del cap resulta

generalment normal, arribant a una linia paral-lela al percentil 98.
2) En alguns casos no s’observa deteriorament neuroldgic i si n’hi ha acostuma a ser lent.
3) Enceéfal atrofiat i inflat. Es mostra la substancia blanca anormalment difusa.

4) En estructures centrals, com sén el cos callos, la capsula interna i el tronc cerebral, la
substancia blanca es troba més conservada tot i que la seva integritat no és total. També
s’observa aquesta preservacio a les regions subcorticals i preventriculars de la zona occipital

del cervell.
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5) Preséncia de quists subcorticals principalment a la regi6é anterior-temporal.
6) La substancia gris es manté intacta sense mostrar cap tipus d’anormalitat.

7) Al llarg del desenvolupament de la malaltia hi ha preséncia d’atrofia cerebral continua en

alguns casos i en altres es pot arribar a normalitzar.

8) Deteriorament de les funcions motores i ataxia cerebelar juntament amb espasticitat
durant la infancia més tardana i l'adolescéncia. La capacitat per caminar és limitada i

inestable. La majoria dels pacients acaben necessitant cadira de rodes.

Tot i que la malaltia MLC presenta un fenotip caracteristic, existeix una gran variabilitat en
les manifestacions cliniques entre els diferents pacients, fins i tot si pertanyen a la mateixa
familia (Blattner et al., 2003). Aquesta heterogeneitat clinica indica que segurament

existeixen factors genétics i/o ambientals que influeixen en la severitat de la malaltia.

Figura 1. Imatges de MRI corresponents a pacients de
MLC. A) i B) Imatges de MRI de dos pacients a les edats de
6 (Ai C) i 30 anys (B i D) amb MLC on s’observa la
preséncia de quists a nivell fronto-parietal i anterior-
temporal (fletxes). C) i D) Imatges de MRI de dos pacients
amb MLC on s’observa la substancia blanca difusa. (A i B:
vistes sagitals; C i D: vistes axials). Imatge extreta de (van
der Knaap et al., 2012).

Mitjancant I'analisi utilitzant técniques d’espectroscopia per ressonancia magnética de
protons s’ha observat una disminuci6 en la concentracié de la majoria de metabdlits en els
pacients amb MLC. Aquest fet suggereix que hi ha una acumulacié d’aigua en el cervell
(Brockmann et al., 2003; Sener, 2003).

Estudis histopatologics a partir de la bidpsia d’'una pacient, van mostrar una degeneracio
espongiforme de la substancia blanca i la preséncia de vacuoles a les capes més externes
de la mielina, mantenint intactes les capes més internes (van der Knaap et al., 1996). La

majoria de les vacuoles es troben envoltades per una unica membrana de mielina, encara
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que algunes es poden trobar rodejades per estructures multilaminars de mielina o per
prolongacions cel-lulars dels oligodendrocits. El fet que les vacuoles només es trobin en les
capes més externes de la mielina fa pensar que no danya en excés la transmissié de

limpuls nervios.

B~ B
AT

Figura 2. Microfotografies que mostren la preséncia de vacuoles en la substancia blanca d’un pacient
amb MLC. L'imatge de la dreta representa una vacuola observada en les lamines més externes de la mielina

(van der Knaap et al., 1996).

L’any 2010 es va realitzar un estudi a un grup de 160 pacients dels quals 54 no presentaven
mutacions en el gen MLC. Mitjangant MRI es va observar que alguns pacients presentaven
caracteristiques fenotipiques diferents (van der Knaap et al., 2010). Tot i manifestar el
quadre clinic de MLC els primers anys de vida, aquest millorava amb el temps. Aquests
pacients presentaven macrocefalia els primers anys de vida, amb un minim retard i amb les
funcions motores normals sense espasticitat ni ataxia. Els pacients amb aquest fenotip no
tenen retard mental i si en presenten acostuma a ser de grau baix on es necessita educacio
especial. En un 50% d’aquest pacients amb déficit cognitiu s’observen simptomes d’autisme

(Lopez-Hernandez et al., 2011a).

Aixi doncs, els pacients es classifiquen segons tinguin un fenotip classic o benigne. El
fenotip classic s’ha anomenat MLC1 o MLC2A en funcié del tipus de gen afectat i presenta
les caracteristiques cliniques tipiques de MLC. El fenotip benigne on remeten les

caracteristiques cliniques amb el temps, s’ha anomenat MLC2B.
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Figura 3. Imatges de MRI corresponents a un pacient de MLC amb fenotip benigne. MRI corresponent a un
pacient de MLC amb fenotip benigne a les edats de 9 mesos (A i D), 18 mesos (BiE)i42 mesos (CiF). EnAi
D s’observen les caracteristiques tipiques de MLC, en canvi en B-E i C-F s’observa una millora en la substancia
blanca i la disminucié de la mida dels quists subcorticals a la regi6é anterior-temporal (fletxes). (A, B, i C, vistes

sagitals; D, E i F, vistes axials). Imatge extreta de (van der Knaap et al., 2012).

Recentment, pero, s’ha descrit que pacients que presenten el fenotip classic, és a dir que
manifesten el fenotip MLC1 o MLC2A, poden mostrar una millora a partir de les imatges de
MRI perd sense mostrar una millora clinica (Arnedo et al., 2014). No obstant, la confirmacié

definitiva per a un cert tipus de fenotip ha de ser donada per analisis genétiques.

MLC és una malaltia extremadament rara i avui en dia no existeixen estudis sobre
l'incidéncia. Es coneix que la maxima incidéncia s’ha observat en la poblacié turca (Yis et
al.) i en la comunitat india dels Argwals (Gorospe et al., 2004; Singhal et al., 1996). La
consanguinitat i 'endogamia sén factors importants per a I'aparici6 de malalties rares. Els
paisos arabs acostumen a tenir un major nombre de matrimonis consanguinis. Recentment
s’han descrit 6 pacients amb la malaltia MLC en diferents regions d’Egipte (Mahmoud et al.,
2014) i anteriorment ja se n’havien descrit d’altres en paisos com Marroc, Libia i Tunisia
(Koussa et al., 2005; Tinsa et al., 2009).

1.3.2 Geneética de la malaltia

A partir d’estudis de lligament realitzats amb families corresponents a una poblacié turca és
va trobar un locus per a MLC en el cromosoma 22qtel (Topcu et al., 1998). En estudis

posteriors, la regié critica implicada es va reduir gracies a marcadors microsatel-lits i
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recombinants. Els gens candidats localitzats en la regié critica van ser seqiienciats en els
pacients analitzats, observant mutacions en un gen denominat KIAA0027 o WKL1
[MIM604004]. Aquest gen va ser renombrat com MLC1 ja que era el primer gen implicat en

la malaltia (Leegwater et al., 2002).

El gen MLC1 s’estén al llarg de 26 kb en el cromosoma 22qtel. Aquest gen conté 12 exons
dels quals el primer no es codificant i el cod6 d’inici es troba situat en I'exd 2. S’han descrit
dos transcrits alternatius (NM_015166.3 i NM_139292.2) que difereixen en la regi6 5
corresponent al primer ex6, perd que resulten en un mateix mRNA i codifiquen per la

proteina MLC1 de 377 aminoacids.

Fins al moment hi ha descrites 81 mutacions per al gen MLC1 de les quals 43 sdn missense,
16 s6n mutacions d’splicing, 14 s6n delecions, 5 sén duplicacions, 2 sén insercié+deleci6 i 1
és nonsense. Aquestes mutacions estan repartides per tot el gen i s’han trobat tant en

homozigosi com en heterozigosi.

La variabilitat fenotipica intrafamiliar observada en pacients que porten la mateixa mutacio
en MLC1, indica que hi ha factors genétics i ambientals que estarien influenciant en la
severitat de la malaltia (Pascual-Castroviejo et al., 2005). Per tant, no s’ha pogut trobar una
correlacio genotip-fenotip (Leegwater et al., 2002) ja que la severitat del fenotip dels pacients

no correlaciona amb les mutacions trobades.

El gen MLC1 només es va trobar mutat en aproximadament el 80% dels pacients
(Leegwater et al., 2001a, 2002; Topcu et al., 1998; Yalcginkaya et al., 2003). Els pacients que
no presentaven aquest gen mutat tampoc presentaven lligament amb el seu locus pero si les

mateixes caracteristiques cliniques de MLC (Blattner et al., 2003; Patrono et al., 2003).

Aixi doncs, el fet que no tots els pacients presentessin MLC1 mutat i que s’haguessin descrit
dos tipus diferents de fenotips per a la malaltia MLC, indicava I'existéncia d’heterogeneitat

genética.

L’any 2010 el nostre grup va realitzar estudis de protedmica, amb col-laboraci6 amb
'empresa Logopharm, per tal d’intentar identificar proteines que interaccionessin amb
MLC1. A partir d’aquests estudis es va obtenir un llistat amb proteines candidates a formar
part de linteractoma de MLC1. Les proteines escollides per estudiar formaven part de 2
grups diferents: unes eren proteines tipiques d’unions cel-lulars, ja que MLC1 es localitza en
unions astrocitaries (Duarri et al., 2011), i les altres eren proteines amb funcié de canal idnic

o transportador, ja que el fenotip vacuolitzant que presenten els pacients amb MLC suggeria
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que MLC1 podria formar part d’algun complex mediador de la translocaci6 d’ions a través de
la membrana cel-lular. Aquestes proteines candidates també van ser estudiades en el

laboratori mitjangant estudis bioquimics com l'interacci6 i la colocalitzaci6 amb MLC1.

Paral-lelament a aquests estudis la Dra. Marjo van der Knaap estava realitzant estudis
d’alguns gens candidats (de la llista de protedmica) en pacients que no presentaven
mutacions per MLC1. En aquell moment els estudis de protedmica van mostrar una
interaccio directa entre les proteines MLC1 i GlialCAM. Es van trobar mutacions de
GlialCAM en aquells pacients que no presentaven mutacions en MLC1. Aixi doncs,

GLIALCAM era el segon gen implicat en la malaltia MLC (Lopez-Hernandez et al., 2011a).
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Figura 4. Avaluacions de les diferents purificacions per afinitat amb els diferents anticossos contra la
proteina MLC1 realitzades per Logopharm. Grafic 2D de les diferents abundancies de proteines determinades
per espectrometria de masses després de la coimmunoprecipitaci6 de membranes de cervell de rata i ratoli

utilitzant dos anticossos contra MLC1 (N1 i NH) (van der Knaap et al., 2010; Lépez-Hernandez et al., 2011a).

El gen GLIALCAM (o HEPACAM) [MIM 611642] esta localitzat en 11924.2, conté 7 exons i
una regidé no codificant a I'extrem 3’. Aquest gen codifica per la proteina GlialCAM de 416

aminoacids.

Fins al moment hi ha descrites 19 mutacions diferents en GLIALCAM. D’aquestes
mutacions, 11 s6n missense, 2 son delecions, 1 és insercido+delecié i 2 sbn nonsense
(Arnedo et al., 2014; van der Knaap et al., 2012). S’ha observat que les mutacions en
GLIALCAM causen l'aparicio dels diferents fenotips, MLC2A o MLC2B. El fenotip MLC2A
segueix un patré d’heréncia autosomica recessiva i els pacients que el presenten mostren
un fenotip classic de MLC. En canvi, el fenotip MLC2B, el qual s'anomena fenotip benigne o
remitent, segueix un patré d’heréncia autosomica dominant i els pacients que el presenten

mostren una millora amb el temps, (van der Knaap et al., 2010; Lépez-Hernandez et al.,
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2011a).

No hi ha evidéncies que hi hagi d’haver un altre gen involucrat en MLC, ja que actualment
totes les families amb pacients estudiades presenten una relacié de la malaltia amb els
locus de MLC1 o GLIALCAM.

1.3.3 La proteina MLC1

El gen MLC1 codifica per una proteina de membrana que porta el mateix nom, MLC1
(Leegwater et al., 2001a; Teijido et al., 2004). La proteina humana MLC1 esta composta per

377 aminoacids i el seu pes molecular és aproximadament 41 kDa.

Segons prediccions bioinformatiques, la proteina MLC1 consta de 8 dominis transmembrana
units per 4 dominis (loops) extracel-lulars petits (5-8 aminoacids) i 3 intracel-lulars, dos d’ells
curts (7-9 aminoacids) i un llarg, el qual divideix la proteina en dues regions practicament
simétriques entre si. Els extrems C-terminal i N-terminal sén intracel-lulars (Boor et al.,
2005).

hMLCA1

Figura 5. Representacié esquematica de la
proteina MLC1, segons prediccions
bioinformatiques. Es mostren els 8 segments

transmembrana, 4 loops extracel-lulars i 3 loops

intracel-lulars i els extrems N i C terminals.

El gen MLC1 no es troba present en tots els filums animals. Aixi doncs, la proteina MLC1 no
s’expressa ni en llevats, ni en Caenorabditis elegans ni en Drosophila, siné que es comenca

a expressar en cordats que contenen mielina com el cas del peix zebra.

Realitzant estudis d’alineament entre seqiiéncies de diferents ortolegs de MLC1 en
mamifers, aus i peixos s’ha observat que els dominis transmembrana i la regié distal de
'extrem C-terminal es troben altament conservats, principalment entre ratoli, rata i huma.
Aquest fet suggereix que aquests dominis han de tenir una funcié important. En canvi, la

regié N-terminal difereix molt entre les diferents espécies estudiades.
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1.3.3.1 Expressio i localitzacié de la proteina MLC1

Per tal de definir la localitzaci6é i I'expressié de la proteina MLC1, els diferents grups que
estudien la malaltia MLC han dut a terme diferents estudis d'immunohistoquimica al llarg
d’aquests anys a partir de models astrocitaris, en teixit de ratoli i en teixit huma (Ambrosini et
al., 2008; Boor et al., 2007, 2005; Duarri et al., 2011; Teijido et al., 2004, 2007).

Principalment la proteina MLC1 es troba en la glia de Bergmann, en el cerebel i en astrocits
localitzats al voltant de les regions subpial i perivascular. MLC1 no esta present ni en
oligodendrocits ni en la microglia. Anteriorment també s’havia descrit que MLC1
s’expressava en neurones (Teijido et al., 2004, 2007). Tot i aixi, la localitzacié6 neuronal de
MLC1 no havia estat observada en tots els grups que estudien la malaltia. Estudis de
microscopia electronica d’alta resolucié (immunogold) realitzats en teixit de ratoli i en teixit
huma han demostrat que MLC1 es troba localitzada en unions astrocitaries perivasculars i

no en unions entre astrocit i cél-lula endotelial (Duarri et al., 2011; Teijido et al., 2007).
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Figura 6. Localitzacié de MLC1 mitjangant microscopia electronica. S’observa la proteina MLC1 localitzada
en les unions astrocitaries, tant a zones perivasculars com als processos astroglials, perd no es troba en unions
en contacte directe amb la lamina vasal del vas sanguini. AC: astrocit; EC:cel-lula endotelial; BV: vas sanguini.

Imatge extreta de (Teijido et al., 2007).

Diferents estudis de fraccionament bioquimic, coimmunoprecipitacié i microscopia confocal
feien hipotetitzar que MLC1 podia estar associada al complex DG (dystrophin-glicoprotein) ja
s’havia observat una colocalitzacié de MLC1 i algunes de les proteines d’aquest complex en
els peus astrocitaris en contacte amb els vasos sanguinis (Ambrosini et al., 2008; Boor et al.,
2007). Aquesta idea agradava ja que el complex DG és crucial per a I'ancoratge dels canals
d’aigua i de K' en els peus astrocitaris (Nagelhus et al., 2004a). La desestabilitzacio
d’aquest complex pot provocar canvis en la polaritat glial, alteracions de la barrera

hematoencefalica i alteracions en 'homeostasi d’ions i d’aigua en el cervell (Warth et al.,



Introduccié 19

2005). Estudis recents del grup realitzats a partir d’immunogold en teixit huma, mostren que
MLC1 i p-distroglica (proteina localitzada a la membrana astrocitaria en contacte amb la
lamina basal que forma part del DGC) no colocalitzen, concloent que MLC1 no forma part
del complex DG (Duarri et al., 2011).

Per altra banda, estudis realitzats en cultius primaris d’astrocits van mostrar una
colocalitzacié de les proteines del DGC i MLC1 als compartiments intracel-lulars. En aquests
estudis la proteina MLC1 endodgena era detectada de manera difusa en el citoplasma
colocalitzant amb marcadors endosomals i del reticle endoplasmatic (Ambrosini et al., 2008).
Estudis posteriors, mostraven que si els cultius primaris d’astrocits eren tractats amb un
compost capa¢ de bloquejar la proliferacié cel-lular o de causar diferenciacié cel-lular (com
es el cas de I'AraC) durant 3 setmanes, aquestes cél-lules expressaven MLC1 a la

membrana cel-lular i en unions astrocitaries (Duarri et al., 2011).

Setmanes en cultiu Figura 7. Model cel-lular

ﬁ AST 1 setmana AST 3 setmanes astrocitari. Expressi6 de MLCA1
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86 - diferenciats a 1, 2 i 3 setmanes de
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mitjangant immunofluorescéncia en
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Aquest model astrocitari va ser utilitzat com a model de la malaltia ja que reproduia la
mateixa localitzaci6 de MLC1 in vivo. A partir d’aquest model, s’ha descrit que MLC1
colocalitza amb proteines components de les unions tight, com ZO-1 (zonula occludens) i
ocludina, i també amb proteines de les unions adherents com per exemple B-catenina i N-

cadherina (Duarri et al., 2011).

1.3.3.2 Estructura i funcio de la proteina MLC1

A causa de la complexitat i la dificultat per cristal-litzar proteines de membrana, I'estructura
de MLC1 avui en dia encara es desconeix. MLC1 presenta regions d’homologia interna
(Teijido et al., 2004). Els dominis transmembrana de la primera meitat de la proteina mostren
homologia amb la segona meitat. Aquesta homologia entre les dues meitats es mostra de
manera més evident en els dominis transmembrana 4 i 8, ja que es caracteritzen per un
conjunt de residus leucina. Existeixen evidéncies bioquimiques que suggereixen que MLC1

forma homo-oligomers ja que la detecci6 de la proteina mitjangcant WB reconeix
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principalment dues bandes amb un pes aproximat de 37 KDa i 70 KDa que probablement
corresponen a les formes monomériques i dimeriques de la proteina. També s’ha observat
mitjancant estudis de trafic, que MLC1 oligomeritza amb ella mateixa i que aquesta unié no
depén de ponts disulfur. A més, la proteina presenta un lloc putatiu de glicosilacié (NPS)
entre els segments transmembrana 3 i 4, perd s’ha comprovat que no es troba glicosilada
(Teijido et al., 2004).

Per altra banda, estudis bioquimics utilitzant proteines de fusié que contenen els extrems N-
terminal i C-terminal de MLC1, indiquen que els dos extrems sén fosforilats per la quinasa
A/C en el residu Serina 27 i per la quinasa C en el residu Serina 339. El tractament amb
activadors d’aquestes quinases incrementa la preséncia d’'una banda de 60 KDa, la qual
s’ha suggerit que representa a MLC1 associat a la membrana plasmatica i que augmenta la
preséncia de la proteina en els processos astrocitaris (Lanciotti et al., 2010a). No obstant, no
esta clar si aquests residus estan involucrats en aquest efecte ja que no s’han realitzat

estudis de mutagenesi eliminant aquestes dues Serines.

Segons prediccions bioinformatiques la proteina MLC1 mostra una baixa homologia amb el
canal Shaker-like voltage-gated potassium channel (Kv1.1) (Teijido et al., 2004). Aquesta
baixa similitud amb canals ionics i el fenotip vacuolitzant de la malaltia, han fet pensar que
MLC1 pugui ser un canal ionic propiament, una subunitat d’'un canal o un transportador
relacionat amb I’homeostasi de l'aigua (Leegwater et al., 2001a; Teijido et al., 2004). No
obstant, estudis de voltage clamp realitzats amb odcits de Xenopus i en cél-lules tsA-201 no

han pogut confirmar cap d’aquestes hipotesis (Leegwater et al., 2001a; Teijido et al., 2004).

S’ha observat que la manca de MLC1 en els astrocits provoca vacuolitzacié intracel-lular
(Duarri et al., 2011). En els estudis realitzats a partir de la bidpsia del cervell d’un pacient de
MLC, només s’havien observat vacuoles a nivell de la mielina (Van der Knaap et al., 1996),
ja que no es coneixia la rellevancia de la vacuolitzacié astrocitaria dels cultius. La
reexaminacié de la mateixa bidpsia ha permés observar vacuoles en astrocits de la zona

perivascular (Figura 8).
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A) B)

Figura 8. Vacuolitzacié astrocitaria. A) Astrocit mancat de MLC1 mitjangant el RNA interferéncia (sh 905).
S’observa una gran quantitat de vacuoles citoplasmatiques. B) Imatge de microscopia electronica del cervell d’'un
pacient amb MLC. Es mostra la preséncia de vacuoles en els astrocits perivasculars. Imatge modificada de
(Duarri et al., 2011).

Per altra banda, s’ha demostrat que la preséncia de MLC1 indueix de manera molt baixa
lactivitat VRAC (volume-regulated anion channel) en cél-lules HEK i Sf9. Estudis
electrofisiologics en linies de limfoblasts procedents de pacients i en astrocits mancats de
MLC1 mitjangant RNA d’interferéncia, mostraven que aquestes cél-lules tenien una menor
activitat VRAC (Ridder et al., 2011, (Capdevila-Nortes et al., 2013). Recentment s’ha descrit
que I'entitat molecular que responsable de la regulacié d’aquestes corrents és un membre
de la familia de proteines LRRCS8, concretament I'isoforma LRRC8A també anomenada
SWELL-1 (Qiu et al., 2014; Voss et al., 2014).

La disminuci6 de I'activitat VRAC és el primer defecte funcional trobat en la malaltia MLC.
VRAC és responsable del flux d’'osmdlits i de clorur davant d’'un xoc osmotic (Ernest et al.,
2005). Aquest flux d’'ions i osmolits va acompanyat d’'un flux d’aigua en un procés anomenat
Regulatory Volume Decrease (RVD) (Pasantes-Morales et al., 2006). Podria ser que els
astrocits en abséncia de MLC1 no puguin eliminar tota l'aigua ja que mostren una activitat
VRAC disminuida i una activitat RVD més lenta, i s’emmagatzemi amb la formacié de
vacuoles intracel-lulars. De totes maneres la relacié bioquimica entre MLC1 i VRAC segueix

sent desconeguda.

Estudis de doble hibrid han descrit que MLC1 interacciona amb la subunitat B-1 de la bomba
Na’/K*-ATPasa i per tant, podria formar part del complex macromolecular associat al canal
de potassi Kir4.1, caveolina-1, sintrofina, aquaporina-4, Na*/K*-ATPasa i TRPV4. Aquests
resultats indicaven que MLC1 esta involucrat en la resposta dels astrocits als canvis de la

composicio d’ions extracel-lulars i que coopera amb TRPV4 per activar I'entrada de calci en
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condicions d’estrés hipoosmotiques. TRPV4 és un canal de calci que actua com a sensor i
en condicions hipoosmotiques fa augmentar la concentracié de calci intracel-lular, essent
essencial per l'activacié del mecanisme de RVD (Benfenati et al., 2011; Brignone et al.,
2011; Lanciotti et al., 2012).

Estudis recents mostren que MLC1 també estaria interaccionant amb la bomba V-ATPasa,
encarregada de l'acidificaci6 endosomal. Aquests resultats suggereixen que MLC1 podria
estar involucrat en la regulacié de I'acidesa dels organuls, possiblement per la limitacié de

I'acidificaci6 de les vesicules (Brignone et al., 2014).

El fenotip vacuolitzant que presenten els pacients de MLC i els resultats obtinguts fins al
moment suggereixen que MLC1 ha de tenir un paper en el flux d’aigua o d’ions a través de

la membrana. Tot i aixi la funcié de la proteina continua essent desconeguda.

1.3.3.3 Mutacions del gen MLC1

Les mutacions que s’han descrit en pacients amb MLC fins al moment es troben repartides
al llarg de tot el gen. Diferents grups han realitzat estudis de les mutacions en sistemes
heterdlegs, incorporant aquests mutacions missense mitjangant mutagénesi dirigida.
Principalment s’ha observat que la majoria d’aquestes mutacions mostren una disminucié en
els seus nivells d’expressid i una menor capacitat d’arribada a la membrana plasmatica en
comparacié amb la proteina wild-type (Lanciotti et al., 2010b; Teijido et al., 2004). La taula 2

mostra les mutacions en MLC1 descrites en pacients fins al moment.
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Zona Tipus de Mutacié en DNA Mutacié en proteina Zona Tipus de Mutacié en DNA Mutacié en proteina
mutacié mutacié
Exé 2 Delecid c.109delC p.Leu37CysfsX21 Ex6 5 Missense c.373T>C p.Cys125Arg
Exé 2 Delecid c.136delT p.Cys46AlafsX12 Ex6 5 Missense c.388G>A p.Gly130Arg
Exé 4 Delecid C.268 _422del p.Cys90_GIn377delins38 Ex6 5 Missense c.422A>G p.Asn141Ser
Ex6 4,5 Delecid c.299 423+108del p.Val100AspfsX39 Ex6 5 Missense c.423C>A p.Asn141Lys
Exé 5 Delecid c.324delT p.Asn110ThrfsX12 Exo 6 Missense c.470C>A p.Ala157Glu
Ex6 6 Delecid c.449 455del p.Leu150ArgfsX9 Exo6 8 Missense c.604G>A p.Glu202Lys
Ex6 6 Delecid c.514_515delAA p.Lys172GlufsX8 Exo6 8 Missense C.629T>A p.Val210Asp
Exé6 7 Delecid c.594 597delCTCA p.Tyr198X Exo6 8 Missense c.634G>A p.Gly212Arg
Exé 7 Delecid c.597_597+33del p.Val200SerfsX4 Exo6 8 Missense c.635G>A p.Gly212Glu
Exé 10 Delecid c.793delA p.Ser265AlafsX20 Ex6 9 Missense c.733G>C p.Ala245Pro
Exé 10 Delecid c.849delC p.-Met284X Ex6 9 Missense c.736A>C p.Ser246Arg
Exé 11 Delecid c.907_930del p.Leu307_Leu314del Ex6 10 Missense c.806C>A p.Ser269Tyr
Exé 11 Delecid c.921_926del p.Leu309_Leu310del Ex6 10 Missense c.809C>G p.Pro270Arg
Exo6 11, Delecio c.1059+567 5 Ex6 10 Missense c.821C>T p.Thr274lle
12 *2192+7del p-! Ex6 10 Missense c.823G>A p.Ala275Thr
Exo6 2 Duplicacio c.111_112dupGC p.GIn38ArgfsX21 Ex6 10 Missense c.824C>A p.Ala275Asp
Ex6 2 Duplicacio ¢.135dupC p.Cys46LeufsX34 Ex6 10 Missense c.832C>T p.Tyr278His
Ex6 5 Duplicacio ¢.357dupT p.Ala120CysfsX61 Ex6 10 Missense c.839C>T p.Ser280Leu
Exo6 6 Duplicacio c.456_460dupGGAGC p.Leu154ArgfsX9 Ex6 10 Missense c.880C>T p.Pro294Ser
Exé 11 Eﬂ:ﬁff} €.927_929dupGET p-Leu310dup Ex6 11 Missense ¢.959C>A p.Thr320Lys
Ex6 5 delecio ¢.337_353delinsG p.lle113GlyfsX4
i5 Ex6 11 Missense c.976T>C .Cys326Ar
Ex6 11 '”dsel’c'?. * | ¢.908_918delinsGCA p.Val303GlyfsX4 Py 9
_ elecio Ex6 3 Nonsense c.213C>G p.Tyr71X
Exé 2 Missense c.65G>A p.Arg22Gin Ex6 2 Delecio cA77+1delG p.?
Exé 2 Missense c.95C>T p.Ala32Val . —— - -
~ - Intré 5 Duplicacié c.423+2dup p.?
Ex62 Missense C.178G>A p.Gly59Gin Intr62 | Substituci CA78-10T>A p?
Ex6 3 Missense c.206C>T p-Ser69l eu Intr55 | Substitucie c423+6T>C p?
Exc’) 3 M!ssense c.218G>A p.Gly73Glu Intro 2 Splicing CA77+1G>T p.?
Exé 3 Missense c.235G>A p.Glu79Lys Intro 3 Splicing c.267+1G>C p.?
Exé 3 Missense c.238A>G p.Met80Val Intrd 3 Splicing C.068+1G>A p.?
Exé 3 Missense c.240G>A p.Met80lle - — - -
Intr6 4 Spl .322-1G>A .?
Ex6 3 Missense c.249G>T p.Leud3Phe e d Szl:z::g 5 AG E a
Exc:) 3 Missense c.250C>T p.ArgS4C¥s Intro 5 Splicing C423+1GoA p?
Exc’) 3 M!ssense c.251G>A p.Arg84His Intro 7 Splicing C597+1GA p.?
Exé 3 Missense c.255G>T p.Cys85Trp Intrd 8 Splicing C.714+1G>A p.?
Exé 3 Missense c.263G>T p.Gly86Val Intrd 9 Splici 772-1G>C 5
Exo 4 Missense C.274C>T p.Pro92Ser 610 Szl:z::g Y T E‘;
Exo 4 Missense c.278C>T p.Ser93Leu Intr6 10 Splicing cl895-2A>G pA'A7
Ex6 5 Missense ¢.353C>G p.Thr118Arg Intr6 10 Splicing S 595-226T>G pA'A7
Exc’) 5 M!ssense c.353C>T p.Thr118Met Intré 11 Splicing C.1060-2A5G p.?
Ex6 5 Missense c.359C>T p.Ala120Val

Taula 2. Mutacions del gen MLC1 identificades en pacients de MLC. Taula adaptada de (van der Knaap et
al., 2012).

A més a més, la majoria de les mutacions estudiades mostren un defecte en el plegament i
en l'estabilitat de la proteina (Duarri et al., 2008; Teijido et al.,, 2004). La majoria de
mutacions queden retingudes al reticle endoplasmatic on son dirigides a la degradacié per
proteasoma, perd algunes mutacions arriben a la membrana plasmatica i sébn degradades en

els lisosomes (Duarri et al., 2008).

1.3.4 La proteina GlialCAM

El gen GLIALCAM codifica per una proteina anomenada també GlialCAM (Moh et al., 2005).
La proteina humana consta de 416 aminoacids i el seu pes molecular és troba al voltant de
72 kDa. GlialCAM va ser originalment identificat com un putatiu gen supressor de tumors en
fetge huma (Moh et al., 2005)

Diferents treballs han mostrat que GlialCAM és una glicoproteina transmembrana de tipus |
amb una estructura similar a les IgCAMs, com les JAMs (junctional adhesion molecules) i les
ESAM (endotellial cell-selective adhesion molecules) (Gaudry et al., 2008; Moh et al., 2005).
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G'ia|CAM Figura 9. Esquema de I’estructura secundaria de GlialCAM. GlialCAM presenta
l'estructura tipica de les molécules d’adhesi6 de la superfamilia de les
immunoglobulines. Conté un fragment extracel-lular que inclou un domini IgV
proxim a I'extrem N-terminal i un domini IgC2 proxim a la regié transmembrana amb
un pont disulfur format entre dos residus de cisteina (S—S). A més a més, presenta
una regi6 transmembrana seguida d’'una cua citoplasmatica. La proteina presenta 6
llocs putatius de N-glicosilacié a la part extracel-lular (representats en forma de

punts negres). Imatge extreta de (Moh et al., 2005).

Mitjancant programes informatics, s’ha predit una regié extracel-lular que conté un péptid
senyal i dos dominis Immunoglobulin-like: un domini IgV proxim a I'extrem N-terminal i un
domini IgC2 proxim al domini transmembrana. La proteina presenta una sol domini
transmembrana i una cua citoplasmatica intracel-lular (Gaudry et al., 2008; Moh et al., 2005).
El domini extracel-lular presenta 6 llocs putatius de N-glicosilacidé, mentre que el domini
citoplasmatic conté un domini d’'uni6 a PDZ de tipus Ill, una zona rica en prolines que
putativament poden representar llocs d’'unié a dominis SH3 i llocs potencials de fosforilacié

per les serinal/treonina quinases i les tirosina quinases (Moh et al., 2005).

1.3.4.1 Expressio i localitzacié de la proteina GlialCAM

L’any 2008 es va clonar per primer cop el cDNA de GlialCAM d’una llibreria de cervell huma.
Es va observar que GlialCAM es trobava present principalment en sistema nerviés huma i de

ratoli, ja que I'expressio en fetge es molt baixa (Favre-Kontula et al., 2008).

Aixi doncs, GlialCAM es troba a la substancia blanca, en les cél-lules ependimals i en els
peus astrocitaris al voltant dels vasos sanguinis. A més a més, s’ha observat preséncia de
GlialCAM a les regions de contacte entre la mielina i els axons, sobre les capes externes de
la mielina (Figura 10 B) i en diferents etapes de maduraci6é dels oligodendrocits (Favre-

Kontula et al., 2008; Lépez-Hernandez et al., 2011a).

Estudis de localitzaci6 mitjancant microscopia electronica també han mostrat la
colocalitzaci6 de GlialCAM amb MLC1 a les unions astrocitaries (Figura 10 A)(Lépez-
Hernandez et al., 2011a). Aquesta localitzaci6 en astrocits depén del citoesquelet d’actina, ja
que un dany en els micorfilaments d’actina afecta a la localitzacié de GlialCAM (Duarri et al.,
2011; Moh et al., 2009)
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Figura 10. Imatges de microscopia electronica d’una mostra de teixit cerebral huma. A) Mitjancant una
doble immunogold s’observa la colocalitzacié entre MLC1 (particules de 18 nm) i GlialCAM (particules de 12 nm,
fletxes) a les unions entre astrocits. Abreviatures: AST, astrocit. B) Mitjangcant immunogold s’observa la
localitzacié de GlialCAM en els axons, en les regions de contacte de la mielina i els axons i al voltant de la

mielina. A: axo; M: mielina. Imatge modificada de (Duarri et al., 2011; Lépez-Hernandez et al., 2011a)

No hi ha estudis realitzats sobre la preséncia de GlialCAM durant el desenvolupament en
humans perd s’ha observat un increment durant el desenvolupament postnatal en ratolins.
Aquests canvis en I'expressié corresponen amb canvis en I'expressio de la proteina basica
de la mielina (MBP), fet que suggereix un possible rol de GlialCAM durant el

desenvolupament i la formacié de la mielina (Favre-Kontula et al., 2008).

A més, estudis realitzats en cultius primaris d’astrocits de rata mostren una localitzacié a la
membrana plasmatica amb una concentracié de la proteina a les regions de contacte entre
astrocits (Duarri et al., 2011; Lépez-Hernandez et al., 2011a). Mitjancant linies cel-lulars s’ha
suggerit que la localitzacié de GlialCAM depén de la confluéncia cel-lular. En condicions
d’'alta confluéncia es localitza majoritariament a la membrana cel-lular i a les regions de
contacte entre cél-lules, mentre que en condicions de baixa confluéncia mostra una

localitzacié difusa en el citosol (Lopez-Hernandez et al., 2011b; Moh et al., 2005).

1.3.4.3 Estructura i funcié de GlialCAM

Mitjancant estudis de WB, coimmunoprecipitaci6 o amb [l'utilitzacié de cross-linkers s’ha
suggerit que GlialCAM dimeritza formant interaccions homofiliques. S’han utilitzat aquests
mateixos cross-linkers per identificar si la formacié dels homodimers és en cis o en frans,
utilitzant-los amb cél-lules adherides a una placa o en suspensi6 i s’ha vist que la
homodimeritzacié succeeix majoritariament en cis (Moh et al., 2005). Amb aquests resultats
es suggereix que aquests cis-homodimers podrien ser importants per a les propietats
d’adhesié. D’una banda s’ha demostrat 'homodimeritzacié en cis de GlialCAM per mitja

d’altres métodes com el métode de complementacié de fragments de proteines Split-TEV
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(Capdevila-Nortes et al., 2012; Lopez-Hernandez et al., 2011b).

D’altra banda, el domini citoplasmatic consta de regions riques en prolines que proporciona
llocs putatius d’unié a dominis SH3 i possibles llocs de fosforilacié de serina/treonina i de
tirosines quinases. Aquests podrien ser importants per les cascades de senyalitzacié que
controlen I'adhesio, la migracié o la morfologia cel-lular aixi com processos relacionats amb

el citoesquelet i la localitzaci6é (Moh et al., 2005).

La funci6 especifica que GlialCAM desenvolupa en al cervell huma és completament
desconeguda. Fins al moment, els estudis realitzats amb GlialCAM sota el nom d’HepaCAM
han estat enfocats en el context del cancer (Chung Moh et al., 2005). Tot i aixi, s’ha observat
que la preséncia de la proteina és molt baixa o inexistent en diferents teixits tumorals i linies
cel-lulars. Estudis realitzats en cél-lules de glioblastoma huma han mostrat que GlialCAM
indueix la diferenciacié d’aquestes cél-lules. Una alta quantitat de la proteina accelera
I'adhesié cel-lular i inhibeix la migracié i la proliferacié, mentre que una baixa quantitat o un
trencament de I'adhesié cel-lular contribueixen a la migracié i a la proliferacié accelerant la

progressio tumoral i la metastasi (Lee et al., 2009; Xun et al., 2010).

El fet de conéixer que GLIALCAM era el segon gen de la malaltia va portar a realitzar
diferents estudis per tal de poder entendre millor el seu rol en la leucodistrofia MLC. Estudis
bioquimics i d’'interaccié van mostrar que MLC1 i GlialCAM interaccionen de manera directa i
que GlialCAM actua com a subunitat p de MLC1, necessaria per al correcte trafic de MLC1 a
les unions cel-lulars (Lopez-Hernandez et al., 2011a, 2011b). En canvi, la localitzaci6 i
I'expressi6 de GlialCAM sén independents de MLC1 ja que per si sola és capag¢ de localitzar-

se en les unions cel-lulars (Lopez-Hernandez et al., 2011b).

Recentment, estudis de RNA d’interferéncia han indicat que en abséncia de GlialCAM,
MLC1 disminueix els seus nivells de proteina i la seva localitzaci6 es mostra de manera
intracel-lular, fet que porta a la disminucié de l'activitat VRAC i a la formaci6é de vacuoles
intracel-lulars. Mitjangant estudis de complementacio, s’ha observat la capacitat de Glial CAM
de revertir el fenotip vacuolitzant, de localitzar de nou a MLC1 a les unions astrocitaries i

d’activar de nou les corrents VRAC (Capdevila-Nortes et al., 2013).

1.3.4.3 Mutacions del gen GLIALCAM

Les mutacions trobades en el gen GLIALCAM descrites en pacients amb MLC es localitzen
al domini extracel-lular de la proteina i no al transmembrana o al citoplasmatic, a excepcio

de la mutacié W263X que provoca la truncaci6é de la proteina i es troba localitzada al final
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del domini transmembrana (Lopez-Hernandez et al., 2011a). Cal destacar, que les
mutacions amb un patré d’heréncia dominant es troben acumulades en el domini
immunoglobulina IgV de la proteina, en canvi, les mutacions amb un patré d’heréncia

recessiva es troben repartides per tota la regi6 extracel-lular (Figura 11).
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Figura 11. Representacié esquematica dels dominis de GlialCAM i la posicié de les mutacions missense.
Les mutacions missense dominants es mostren en rosa, localitzades al domini IgV, i les recessives, es mostren
en blau, localitzades per tot el domini extracel-lular. Abreviacions: SP, peéptid senyal; TMM, domini

transmembrana; Ig, immunoglobulina. Imatge extreta de (Lépez-Hernandez et al., 2011a).

S’ha observat que mutacions dominants i recessives de GlialICAM poden afectar a la
capacitat de la proteina per homodimeritzar causant defectes en el correcte trafic a les
unions cel-lulars. Aquest defecte en GlialCAM causa també un problema en la localitzacié de
MLCH1, tot i que no s’ha observat un defecte clar d’interacci6é entre GlialICAM-MLC1 (L6pez-
Hernandez et al., 2011b).

Estudis de localitzaci6é de les mutacions a nivell cel-lular, mostren que el defecte en el trafic
tant de GlialCAM com de MLC1 a les unions cel-lulars provocat per les mutacions recessives
pot ser rescatat amb la coexpressié de GlialCAM wild-type, mentre que el mateix defecte
causat per les mutacions dominants no pot ser rescatat per la variant wild-type (L6pez-

Hernandez et al., 2011a).

Estudis recents de complementacié mostren que les mutacions en GlialCAM trobades en
pacients de MLC, R92W i R92Q per les quals s’ha descrit un defecte bioquimic, sén capaces
de recuperar els nivells d’expressié de MLC1 perd son incapaces d’aconseguir una correcta
localitzacié de la proteina a les unions astrocitaries, fet que provoca la no recuperaci6 del
defecte fenotipic (Capdevila-Nortes et al., 2013). Aquests resultats suggereixen que la

correcta localitzacié de MLC1 és critica per a desenvolupar un correcte paper fisiologic.
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En la taula 3 es mostren les mutacions del gen GLIALCAM identificades en pacients amb

MLC.
Zona Tipus de mutacié Mutacié en DNA Mutacié en proteina Heréncia
Ex6 2 Delecio c.404_406delAGA p.Lys135del Dominant
Exé 3 Delecio c.461_462delCA p.-Ser154TyrfsX17# Recessiva
Exé 3 Insercié + delecid c.580_582delinsTT p.Leu194PhefsX61 Recessiva
Ex6 1 Missense c.68T>A p.Leu23His Recessiva
Ex6 2 Missense c.176G>A p.Ser59Asn Dominant
Ex6 2 Missense c.265G>A p.Gly89Ser Dominant
Ex6 2 Missense C.266G>A p.Gly89Asp Dominant
Ex6 2 Missense c.275G>A p.Arg92Gin Recessiva
Ex6 2 Missense c.274C>T p.Arg92Trp Dominant
Ex6 2 Missense c.292C>T p.Arg98Cys Recessiva
Ex6 2 Missense c.382G>A p.Asp128Asn§ Dominant
Ex6 3 Missense c.442C>T p.Pro148Ser Recessiva
Ex6 3 Missense c.587C>A p-Ser196Tyr Recessiva
Ex6 3 Missense c.631G>A p.Asp211Asn Recessiva
Exé 2 Nonsense c.298C>T p.Arg100X Recessiva
Ex6 4 Nonsense c.789G>A p.Trp263X Recessiva
Ex6 2 Missense c.167 A>C p.Glu56Pro Dominant
Ex6 2 Missense c.217C>T p.Arg73Trp Recessiva
Ex6 2 Nonsense c.166 C>T p.Glu56X Recessiva

Taula 3. Mutacions del gen GLIALCAM identificades en pacients de MLC. Taula adaptada de (van der Knaap
et al., 2012).

1.4 RELACIO DE LA PROTEINA CIC-2 AMB LA FISIOPATOLOGIA MLC

Després de descobrir GLIALCAM com a segon gen associat a la malaltia i d’observar que no
tot GlialCAM esta associat a MLC1, el grup es va plantejar utilitzar la mateixa estrategia que
va seguir per a trobar proteines que interaccionessin amb MLC1. Aixi doncs, es van realitzar
de nou estudis de protedmica i d’'immunoprecipitacié mitjangant extractes de membrana de
cervells de ratoli i utilitzant dos anticossos contra la proteina GlialCAM (un monoclonal fet en
ratoli i un ploliclonal fet en conill i purificat en el nostre laboratori). Aquests estudis es van

dur a terme un cop més amb col-laboracié amb I'empresa Logopharm.

Els resultats van mostrar la preséncia de péptids corresponents a GlialCAM i a MLCH1, tal i
com s’esperava, pero també es van mostrar péptids corresponents al canal de CI" CIC-2 que
copurificaven amb GlialCAM (Figura 12). Es van realitzar estudis de WB per tal de verificar

que CIC-2 copurificava almenys amb una fracci6 de GlialCAM (Jeworutzki et al., 2012).

1 (]
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E. 21 ° Figura 12. Identificaci6 de CIC-2 com a proteina associada a
‘::= 14 'interactoma de GlialCAM. Avaluacié de la purificacié per afinitat de
£
> GlialCAM en extractes de membrana de cervell de ratoli. Imatge extreta
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1.4.1 La proteina CIC-2

El canal de CI" CIC-2 codifica pel gen CLCN2. Aquest canal pertany a una familia de
canals/transportadors formada per 9 membres en mamifers i que es troba altament

conservat en I'evolucio6 (Jentsch et al., 2005; Thiemann et al., 1992).

El canal CIC-2 pot ser activat per voltatges de membrana negatius, per inflamacié cel-lular,
per un augment de la concentracié de CI intracel-lular i per una lleugera acidificacio
extracel-lular (Jordt and Jentsch, 1997; Thiemann et al., 1992).

1.4.1.1 Expressio i localitzacié de la proteina CIC-2

El canal de CI" CIC-2 es troba ampliament expressat i de manera obliqua. Es troba a
diferents organs com l'intesti, I'estbmac, glandules salivars, cor, ronyé i cervell. L'expressio
més abundant de CIC-2 es troba en cervell. Igual que MLC1 i GlialICAM mostra una
localitzacié als peus astrocitaris en contacte amb els vasos sanguinis i a la glia de Bergman i
a més a més, colocalitza amb GlialCAM a les fibres mielinitzades (Blanz et al., 2007;
Jeworutzki et al., 2012). A banda, CIC-2 s’expressa en neurones hipocampals piramidals i en

algunes interneurones (Smith et al., 1995).

1.4.1.1 Estructura i funcio de la proteina CLC-2

El canal CIC-2 s’obre lentament en condicions d’hiperpolaritzacié i pot ser activat i modulat
per acidificacié externa. També és capac¢ d’activar-se per un canvi de volum cel-lular causat
per hipotonicitat (Jentsch et al., 1999; Smith et al., 1995; Zudiga et al., 2004).

Es pensa que existeixen dos mecanismes d’obertura per al canal: un de rapid i un de lent

(Zuniga et al., 2004) i s’ha demostrat que la regié C-terminal regula I'obertura de CIC-2

(Garcia-Olivares et al., 2008).

CIC channels

Figura 13. Estructura del canal CIC-2. Aquesta proteina consta
L | || de 18 segments, dels quals la majoria travessen la membrana
. parcialment. Inclou dos dominis CBS a la part C-terminal. Imatge
extreta de (Verkman and Galietta, 2009).
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S’ha descrit que 'augment de volum cel-lular produit per condicions d’hiposmolaritat podria
ser un dels mecanismes per activar el canal. A banda, s’ha descrit I'importancia que podria
tenir el canal CIC-2 en I'nomeodstasi d’ions i el tamponament de K* mitjangant I'unié entre
astrocit-oligodendrocit juntament amb Cx47, Cx32, AQP4 i Kir4.1 (Blanz et al., 2007; Jentsch
et al., 2002).

S’ha suggerit que aquest canal podria tenir un paper en processos de transport epitelial, en
la regulacié del volum cel-lular i en el control de la concentracié intracel-lular de clorur en
neurones mitjancant el receptor GABA (Jentsch et al., 1999; Smith et al., 1995; Zuhiga et al.,
2004). Recentment estudis amb C.elegans mostren que realment el paper principal del canal

CIC-2 seria modular I'entrada d’ions CI" i no la sortida (Branicky et al., 2014).

El ratoli knock-out de CIC-2 mostra una degeneraci6 severa de la retina a partir d’edats molt
primerenques, produint ceguera, i un degeneracio testicular produint infertilitat als animals. A
banda, en edats avancades s’aprecia la presencia de vacuoles espongiformes a les lamines
més externes de la mielina (Blanz et al., 2007; Bdsl et al., 2001). Aquests animals, pero, no

mostraven defectes neurologics.

Aquest fenotip que presentava el ratoli knock-out de CIC-2 mostrava certa similitud amb el
fenotip que presenten els pacients amb MLC. El fet d’interaccionar directament amb
GlialCAM, de localitzar-se en la mateixa regi6é i de mostrar un fenotip vacuolitzant similar
feien pensar que el gen CLCN podria ser un bon candidat per MLC. Estudis realitzats en
pacients amb MLC sense mostrar el gen MLC1 mutat tampoc han mostrat cap mutacié en el
gen CLCN2 (Scheper et al., 2010). Recentment, pero, s’han identificat mutacions en aquest
gen relacionades amb un tipus de leucoencefalopatia. Els pacients amb aquestes mutacions
presenten microvacuolitzacié observades mitjancant MRI i caracteristiques diferents a les
que presenten els pacients amb MLC (Depienne et al., 2013). A banda, s’ha suggerit que la
pérdua completa o parcial de la funcié de CIC-2 per se és insuficient per donar lloc a
epilépsia, contrariament al que s’havia descrit anteriorment (D’Agostino et al., 2004; Saint-
Martin et al., 2009).

1.5 TERAPIA PER ALS PACIENTS AMB MLC

El fet de no conéixer les funcions que desenvolupen les proteines MLC1 i GlialCAM, fa dificil
entendre el mecanisme fisiopatologic de la malaltia. Per aquest motiu, fins al moment no
s’ha pogut desenvolupar cap tractament per als pacients de MLC. Unicament se’ls pot
aplicar metodes pal-liatius dels diferents simptomes que produeix MLC, o bé disminuir la

incidéncia gracies al diagnostic prenatal.
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2. FISIOLOGIA | FUNCIO ASTROCITARIA
2.1 MORFOLOGIA | TIPUS D’ASTROCITS

Els astrocits representen un 90% del total de les cél-lules del SNC i per aquesta rad el seu
paper és imprescindible per al correcte funcionament del sistema nerviés. La seva preséncia
més abundant es troba en certes arees cerebrals com sén I'hipocamp i el cerebel
(Norenberg, 1979). In vivo, presenten una morfologia estrellada, estenent-se entre 5 o0 8
processos principals, cada un dels quals ramifica en processos més fins. Aquests processos
estan polaritzats ens dos dominis funcionals, un on la part més extensa de la membrana
s’encara i contacta amb les neurones veines i I'altre que es caracteritza per contactar amb
els vasos sanguinis (Benarroch, 2005; Nedergaard et al., 2003). Aquests processos,
altament ramificats, es caracteritzen per la preséncia de la proteina glial acidica fibril-lar
(GFAP). Aquesta es una proteina exclusiva d’aquest tipus cel-lular i la seva expressio
augmenta amb el grau de diferenciaci6é astrocitaria (Bovolenta et al., 1984). Tot i aixi, hi ha
estudis que demostren que alguns astrocits son negatius per GFAP, principalment en la

substancia gris (Ogata and Kosaka, 2002).

Els astrocits mostren una morfologia altament complexa, i cada un d’ells ocupa territoris ben
definits sense solapar-se amb astrocits veins. Cada astrocit ocupa el seu propi espai
anatomic, essent aquest el seu domini funcional. La importancia funcional de que aquests
astrocits no es superposin es desconeix, perd una conseqiiéncia notable d’aquesta
organitzacié és que totes les sinapsis s’estenen sota linfluencia d’'un unic astrocit
(Nedergaard et al., 2003). Diversos estudis han mostrat que un Unic astrocit esta amb
contacte amb entre 4 i 8 somes neuronals i amb entre 300 i 600 dendrites procedents de
diferents neurones (Benarroch, 2005; Theodosis et al., 2008). Els astrocits sén cél-lules
estrellades amb llargues prolongacions que formen una xarxa tridimensional. Segons la
forma d’aquestes prolongacions es divideixen en dos tipus d’astrocits, protoplasmatics i
fibrosos. Els astrocits protoplasmatics es troben principalment en la substancia gris,
presenten molts processos ramificats i estan generats, principalment, per la glia radial en
estadis embrionaris de la zona ventricular. Els astrocits fibrosos es troben a la substancia
blanca, tenen menys processos, més llargs i sense ramificar, i es generen a partir de
progenitors neonatals de la zona subventricular (Wang and Bordey, 2008). Existeix una gran
heterogeneitat entre els diferents tipus d’astrocits ja que s’han reconegut nombroses
diferéncies anatomiques entre astrocits de diferents regions (Hewett, 2009). Estudis
d’expressio mitjangant microarrays mostren que hi ha pocs gens que realment s’expressin a
tots els astrocits, i que segurament es produeixen patrons d’expressié dependents de la

localitzacié cel-lular (Bachoo et al., 2004).
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Els astrocits estan connectats amb altres astrocits mitjangant unions de tipus gap, formant
una estructura organitzada de manera de sinciti. Les unions gap, formades per proteines de
la familia de les connexines, sé6n permeables a ions i permeten el flux de substrats
energeétics des dels vasos sanguinis fins a les neurones que es troben en el territori d’'un
astrocit (Simard et al., 2003).

Cada membrana cel-lular contribueix amb un hemicanal, o connexd, a I'unié6 gap (Abrams
and Scherer, 2012; Nualart-Marti et al., 2013; Sargiannidou et al., 2010). Cada connex6 esta
format per 6 connexines organitzades al voltant d’'un porus central. Els hemicanals
individuals poden estar compostos per un sol tipus de connexina (homomerics), o per
diferents tipus (heteromérics). Aixi mateix, les unions gap es poden formar per hemicanals

iguals (homotipic) o diferents (heterotipic) (Figura 14).
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Figura 14. Unions gap mitjangant connexines A) Estructura 2D d'una connexina, formada per 4 dominis
transmembrana, 2 loops extracel-lulars i amb els extrems N-terminal i C-terminal intracel-lulars. B) Representacio

esquematica dels hemicanals o connexons formant una unié entre cél-lules veines mitjangant connexines.

L’'obertura de les connexines esta altament regulada de diferents maneres, incloent
I'obertura pel voltatge transmembrana, la fosforilacié i la concentracié de Ca®* extracel-lular
(Goodenough and Paul, 2009; Lampe and Lau, 2000; Nualart-Marti et al., 2013).

Les unions gap son generalment permeables a molécules més petites d’1 kDa com
nucleoétids, vitamines, aminoacids, missatgers secundaris i ions (Sargiannidou et al., 2010).

El major constituent d’aquests hemicanals astrocitaris és la connexina 43.

2.2 FISIOLOGIA DELS ASTROCITS

Els astrocits desenvolupen diferents funcions a part del seu paper classic de suport a les

neurones. Aquest tipus cel-lular s’encarreguen del control de I'homeostasi idnica i de l'aigua
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del fluid extracel-lular, de la regulacié del metabolisme energétic i de I'activitat sinaptica. A
més a més, regulen els nivells de glutamat via transportadors com s6n GLT-1 (EAAT-2) i
GLAST (EAAT-1) en el cas dels astrocits que es troben en la glia de Bergmann, i GABA a
les sinapsis. També s’encarreguen de la destoxicacié d’amoni, del tamponament de la
concentracio extracel-lular de potassi i de la regulaci6 del volum cel-lular i el pH. Aixi mateix,
proveeixen a les neurones de nutrients metabdlics i acoblen I'activitat sinaptica amb el flux
sanguini local. També participen en el manteniment de la barrera hematoencefalica i estan
involucrats en la proliferacié de cél-lules mare, aixi com son claus per I'extensié de les
neurites i la migracié axonal, participant també en la determinacié del nombre de sinapsis.
Un altre paper molt important que desenvolupen aquest tipus cel-lular es el de protegir a les
neurones de l'estrés oxidatiu. A banda, modulen i propaguen les senyals exitatories en el
cervell mitjangant l'alliberacié de gliotransmissors (Benarroch, 2005; Blackburn et al., 2009;
Oberheim et al., 2006).

Els astrocits tenen un paper dual en un cervell patologic, actuen com a sistema de defensa
pero al mateix temps poden empitjorar el dany cerebral. Pertorbacions en la comunicacio
entre glia-neurona poden donar lloc a moltes malalties neuroldgiques com ara l'isquémia

cerebral, migranya, edema cerebral i moltes altres malalties neurodegeneratives.

MLC1 és una proteina astrocitaria i mutacions en el gen donen lloc a la fisiopatologia MLC
fet que produeix una acumulacié d’aigua en el cervell dels pacients. També s’ha descrit que
hi ha una certa disminucié de I'activitat VRAC en astrocits de rata en cultiu en els quals se’ls
ha silenciat MLC1 (Capdevila-Nortes et al., 2013; Ridder et al., 2011). Per aquesta ra6 en els
seglents apartats es desenvolupara el paper dels astrocits en la regulacié del volum
cel-lular, en el tamponament de K" extracel-lular i I'importancia de la formaci6 de xarxes

glials per al correcte manteniment de ’lhomedstasi idnica.

2.3 REGULACIO DEL VOLUM CEL-LULAR

Les cél-lules animals tenen un volum especific, definit i caracteritzat per a cada tipus
cel-lular. La membrana cel-lular és molt permeable a l'aigua. Per tant, un increment en
'osmolaritat intracel-lular, per exemple durant el transport transepitelial, una acumulacié
d’osmolits o un decreixement en I'osmolaritat extracel-lular, poden donar lloc a un rapid
transport d’aigua cap a la direccié necessaria per a I'equilibri d’'osmolits, donant lloc a un

canvi en el volum cel-lular.

En condicions fisiologiques el volum cel-lular esta compromés per la generaci6 i dissipacio

de gradients microosmotics temporals i locals, generats per les funcions normals de la
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cél-lula com el transport de nutrients, la modificacié6 del gradient ionic de la membrana
provocat pels neurotransmissors, la degradacié de proteines, la glicolisi o la secrecio

vesicular.

Segons les condicions en qué es troba una cél-lula, aquesta pot presentar dos tipus
d’inflament diferent. En primer lloc, I'inflament hipoosmotic es déna com a conseqiiéncia de
la reduccié externa d’osmolits (condicions hipoosmotiques del medi extracel-lular), en segon
lloc hi ha l'inflament isoosmotic que es produiex com a conseqiiéncia de canvis en la
distribuci6 intracel-lular d’osmdlits en condicions d’osmolaritat externa constant. Aquest
segon tipus d’inflament es pot donar en situacions de fallada energética, com per exemple
en cas d’isquémia o hipoxia. Moltes cél-lules disposen d’'un mecanisme per a la regulacié del
volum en cas d’inflament hipoosmotic. Aquest s’anomena regulatory volume decrease (RVD)
i s’encarrega principalment de la mobilitzacié de diferents soluts acompanyats d’aigua. Els
osmolits encarregats dels reajustament del volum soén el K™ i el CI', ja que son els ions
intracel-lulars més abundants, juntament amb molécules organiques com per exemple
aminoacids, polialcohols i amines. D’altra banda també es pot donar que hi hagi una
disminucio del volum cel-lular per hiperosmolaritat del medi extracel-lular donant lloc a un
encongiment de la cél-lula. En aquest cas, les cel-lules també disposen d’'un mecanisme per
a la regulacié del volum que s’anomena regulatory volume increase (RVI). Aquest procés
esta a carrec dels cotransportadors N*/K*/CI" i de transportadors especifics d’aminoacids i
polialcohols que actuen d’osmolits (Jayakumar and Norenberg, 2010; Jayakumar et al.,
2011; Kimelberg, 2004; Kimelberg et al., 2006; Pasantes-Morales et al., 2006).

2.3.1 Regulacié del volum en els astrocits

Les alteracions de volum en el cervell poden donar lloc a conseqiéncies dramatiques. Els
limits d’expansi6 del crani estan limitats per a poder soportar un augment del volum cerebral
fet que pot provocar una compressié dels vasos sanguinis i causar episodis d’hipoxia o

isquémia, comprometen la funcié i la supervivéncia neuronal.

Els astrocits sdbn molt permeables a l'aigua i aquesta flueix a través de la membrana dirigida
pel gradient de pressi6 osmodtica o afavorida bidireccionalment per la preséncia
d’aquoporines, en aquest cas per 'AQP4. L’AQP4 és un canal d’aigua que es troba localitzat
en els peus dels astrocits perivasculars i subpials. El seu extrem C-terminal esta ancorat a la
a-sintrofina, una proteina adaptadora associada amb la distrofina, donant lloc a un flux
d’aigua bidireccional entre el cervell i la sang (Amiry-Moghaddam et al., 2003). Aixi doncs,
'AQP4, juntament amb transportadors i canals idnics, son les molécules implicades en

'augment del volum cel-lular dels astrocits i en el mecanisme RVD.
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Estudis in vitro de I'exposicié dels astrocits a I'hipotonicitat, han mostrat noves idees del
mecanisme RVD (Benfenati and Ferroni, 2010). Els autors expliquen aquest procés en tres

etapes diferents:

1. Es forma un gradient d’osmolaritat intracel-lular el qual causa un inflament de la

cél-lula, ja que hi ha una entrada d’aigua per difusi6 passiva mitjangant 'AQP4.

2. L’astrocit capta que hi ha un canvi de volum i genera una cadena de reaccions

bioquimiques amb l'objectiu de restablir el volum i 'homeostasi cel-lular.

3. Els mecanismes efectors d’osmotransduccié promouen la sortida d’osmolits

organics, inorganics i aigua, per tal de recuperar el correcte volum cel-lular.
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Glu- Na* 1 ] et o 4‘ ),
H,0 | '-"’%y-':/(?} \% ’
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1) Augment de la concentracio intracel lular d'osmolits
2) Entrada d'aigua | inflament de la cel-lula

3) Percepci6 de 'augment de volum | osmotransduccio
4) Sortida d'osmdlits organics | inorganics

5) Sortida d'aigua | recuperacio del volum cel-lular

Figura 15 Inflament astroglial i possibles vies de recuperacié del volum cel-lular durant el mecanisme
RVD. En els peus astrocitaris, el K", el Na*iel glutamat sén recaptats per I'astrocit mitjancant el canal Kir 4.1, els
cotransportadors Na/Glu i poder per algun altre canal cationic desconegut (1). L'increment de concentracio
intracel-lular d’osmolits ve acompanyat per una entrada d’aigua per difusié passiva i pel canal AQP4 (2). El
mecanisme que percep l'augment es el RVD (regulatory volume decrease). L’augment de la concentracié de
Ca®" intracel-lular induida per I'inflament cel-lular podria estar implicat en 'osmotransducci6é. També s’ha suggerit
que el complex TRPV4/AQP4 esta implicat en 'osmotransduccié (3). El procés RVD es basa en I'extrusié de
soluts intracel-lulars juntament amb la sortida d’aigua. Els canals VRAC tenen un paper critic en el mecanisme
de RVD, permeten la sortida de CI', taurina (Tau) i aminoacids exitatoris (EAA) com aspartat i glutamat. També
es requereix una sortida de K*, perd encara no s’ha identificat el canal de K* sensible a volum implicat (4). La
sortida de soluts crea un gradient per a la sortida d’aigua, permetent la recuperacié del volum cel-lular inicial (5).
No s’han inclos bombes i transportadors que contribueixen al moviment d’ions a través de la membrana. Imatge

modificada de (Benfenati and Ferroni, 2010).
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Fins al moment no esta del tot clar quines sén les molecules que actuen de sensors i que
sén capaces de detectar els canvis de volum. Existeixen mecanismes capagos de percebre
els canvis que es produeixen en la cél-lula, com per exemple 'augment intracel-lular de calci
induits per hipotonicitat i canvis en el citoesquelet podrien ser claus per la percepcid al canvi
de volum (Benfenati and Ferroni, 2010). També s’ha suggerit que altres mecanismes com
les proteines transmembrana com son les integrines, receptors amb activitat tirosina quinasa
(TKRs), receptors acoblats a proteina-G (GPCRs) o canals de receptors de potencials
(TRPCs) (Pasantes-Morales et al., 2006). Els subtipus 1 i 4 dels canals TRPC han estat
identificats en cultius d’astrocits i TRPC4 s’ha suggerit que podria colocalitzar amb ZO-1
mitjancant el domini PDZ, el qual estaria controlant la seva localitzacié a la superficie
cel-lular (Malarkey et al., 2008; Song et al., 2005).

També s’han relacionat altres canals cationics no selectius que han sigut identificats com
osmo- i mecano-sensibles com el subgrup de la familia TRP anomenat TRPV (transient
receptor potential vanilloid related). Aquests canals responen a una varietat d’estimuls
quimics i fisics, juntament amb alteracions del volum de la cél-lula. En cél-lules de mamifers
s’han implicat els canals TRPV1, TRPV2 i TRPV4 en la percepcio i els mecanismes de
transduccié dels estimuls osmotics. Més concretament, s’ha mostrat que el canal TRPV4
esta involucrat en ’'homeostasi del volum cel-lular i en el procés de RVD en diferents tipus
cel-lulars incloent astrocits corticals de rata (Becker et al., 2005, 2009; Benfenati et al.,
2007a; Liu et al., 2006; Pan et al., 2008). TRPV4 s’expressa en els peus astrocitaris que es
troben en contacte amb els vasos sanguinis (Benfenati et al., 2007a), de la mateixa manera
que ho fa AQP4. S’ha suggerit que TRPV4 i AQP4 estarien formant un complex en aquesta
localitzacié, el qual tindria un paper fonamental en 'homedstasi del volum cerebral. Aquest
complex estaria funcionant com un osmosensor acoblant I'estrés osmotic a les cascades de
senyalitzacio cel-lular i aixi s’estaria connectant el sensor de la senyal amb el mecanisme de

resposta (Benfenati and Ferroni, 2010).

Els osmolits implicats en la regulacié del volum sén tant ions inorganics com petites
molecules organiques, les quals inclouen sucres, aminoacids, polialcohols i metilamines. Els
mecanismes d’entrada i de sortida d’aquestes molécules sén els més rapids per contrarestar
el volum. En el mecanisme de RVD per contrarestar 'augment del volum cel-lular, existeix
una sortida predominant dels ions intracel-lulars més abundant (CI'i K*) i d’osmolits organics
com els aminoacids excitatoris glutamat i aspartat, juntament amb taurina i ATP (Kimelberg
et al.,, 1990, 2006; Pasantes-Morales and Martin del Rio, 1990; Pasantes-Morales et al.,
2006)

En el cas dels osmolits organics com ara els aminoacids excitatoris glutamat i aspartat o
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taurina, s’ha proposat que el flux de sortida en resposta als canvis de volum s’efectua a
través de l'activitat dels canals VSOAC (volume sensitive organic anion channels). Aquesta
activitat s’activa en condicions d’hipoosmolaritat i en concentracions altes de K* i depén de
calmodulina i de la concentracié intracel-lular de Ca®* (Kimelberg, 2005; Kimelberg et al.,
2006).

En el cas dels ions inorganics, s’han diferenciat mecanismes de sortida de K*i de sortida de
CI" especifics per cada i6 en resposta a I'augment del volum cel-lular. En el cas del CI" s’ha
demostrat que hi ha canals de CI" inwardly rectifying de la familia dels CICs que podrien
estar contribuint en 'homeodstasi del volum (Ferroni et al., 1997; Makara, 2003). També
existeixen evidéncies in vitro que els canals VRAC (volume regulated anion channels)
contribueixen de manera molt important en la resposta als canvis de volum contribuint al
procés de RVD (Kimelberg et al., 2006). En astrocits en cultiu, 'augment del volum cel-lular
activa les corrents de VRAC, les quals promouen fluxos de CI a través de la membrana i
influeixen en el flux de petites molécules organiques osmoticament actives com la taurina,
ATP i aminoacids excitatoris (Kimelberg et al., 1990, 2006; Pasantes-Morales and Martin del
Rio, 1990). A més a més, estudis in vitro han mostrat evidéncies d’'una interaccié funcional
entre AQP4 i VRAC, ja que mitjancant siRNA de AQP4 en que es disminueix I'expressio,
s’ha observat que I'activitat VRAC també disminueix (Benfenati et al., 2007b). En el cas del
K" existeixen evidéncies que el flux d’'ions K* per canals és important en el procés de RVD,
tot i que no s’han identificat quins canals sén els implicats (Benfenati and Ferroni, 2010). Per
exemple, el canal de K" Kir4.1 és essencial per la regulacié de 'augment de volum cel-lular
als peus astrocitaris terminals en la medul-la espinal, perd encara no existeixen evidencies

d’aquest mecanisme en altres regions del SNC (Dibaj et al., 2007).

El mecanisme RVI es dbna lloc quan hi ha una disminucié del volum cel-lular a causa
d’hiperosmolaritat. En aquest mecanisme estan implicats els cotransportador NKKC i els
intercanviadors Na*/H" i el CI/THCOs". NKCC1 és un transportador que principalment s’ocupa
del manteniment intracel-lular de Na*, K*, i CI. Sempre se li han associat dues funcions
importants com soén la de contribuir en el mecanisme RVI després d’'un xoc hipoosmotic i la
participacio en la captacié de K* de I'espai extracel-lular durant I'activitat neuronal (MacVicar
et al., 2002). Recentment, perod, s’ha descrit que en hipocamp de rata NKCC1 no contribueix
a l'eliminacié del K* extracel-lular durant I'activitat neuronal, siné que el contribuent clau
sembla ser la Na’K*ATPasa. Podria ser que els mecanismes fossin diferents en diferents
regions (Larsen et al.,, 2014). NKCC1 també participa durant 'augment de volum cel-lular
després d’una lesié in vitro. S’ha mostrat que I'activitat de NKCC1 augmenta després d’un

trauma en astrocits en cultiu i el bloqueig quimic de 'activitat del canal o el silenciament de
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'expressid mitjancant siRNA, provoca l'atenuacié d’aquest augment de volum induit
(Jayakumar et al., 2011). S’ha suggerit que bloquejar 'activitat del transportador NKCC1
podria representar una estratégia terapéutica util per al tractament de les primeres fases del

dany cerebral traumatic.

2.3.1.1. Activitat VRAC i la seva implicacio en la regulacié del volum astrocitari

Els canals de CI activats per un augment de volum cel-lular, també anomenats VRAC,
s’activen parcialment sota condicions isosmotiques, donant lloc a un fons de conductancia
de CI' que contribueix a determinar el potencial de membrana i la direccié6 de la for¢a
impulsora per altres sistemes de transport. Depenent del potencial de membrana i d’equilibri
del CI, l'activaci6 de VRAC pot causar tan despolaritzaci6 com hiperpolaritzacié. Aquests
canals es poden activar per hipotonicitat, hipertonicitat, per una reduccié de la forga idnica
intracel-lular, per l'aplicacié6 de shear stress i per la GTPyS intracel-lular. Les corrents
mitjancant VRAC sén moderadament outwardly rectifying i presenten una inactivacio a

potencials positius (Nilius and Droogmans, 2003).

Estudis in vitro han suggerit que possiblement els canals anidnics regulats per volum
(VRACs) tenen un paper important en la resposta dels astrocits als canvis de volum
(Kimelberg et al., 2006). L’activacié d’aquests canals disminueix 'osmolaritat intracel-lular i
constitueix una de les principals via responsables d’activar RVD (Hoffmann et al., 2009;
Lang, 2007).

El canal VRAC presenta la segiient permeabilitat idnica: SCN> I> NOz> Br> CI> F>
gluconat. A banda, VRAC proporciona una sortida d’osmolits organics com aminoacids
(glutamat, aspartat, glicina) i polialcohols. VRAC també te certa permeabilitat al lactat i al

bicarbonat (Nilius and Droogmans, 2003).

Fins al moment, tot i les controvérsies, s’han suggerit altres noms per 'activitat VRAC, com
VSOR (volume-sensitive outwardly rectifying anion channel) i VSOAC (volume-sensitive
organic osmolyte anion channel) per la capacitat de mostrar una activacié variable a
potencials positius i per la capacitat de promoure fluxos d’osmolits organics com la taurina
(Okada, 1997; Okada et al., 2009).

A banda de tenir un paper important per la regulacié del volum, VRAC esta implicat en
I'exocitosi induida per inflament cel-lular, per la regulacié del cicle cel-lular, en la proliferacio,
en la migracié, en l'apoptosi i en diferents estadis patoldogics com poden ser I'isquémia,

'edema cerebral i el cancer (Hoffmann et al., 2009; Moser et al., 1995; Nilius et al., 1997;
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Okada et al., 2006, 2009).

Fins al moment s’havien proposat diversos candidats per a la modulacié d’aquest tipus de
corrents de CI', com per exemple la glicoproteina-P, CIC-2, CIC-3, plcn 0 Bestrofina-1, els

quals posteriorment s’han descartat.

Recentment, s’ha descrit la proteina LRRC8A (o també anomenada AGM5 i SWELL1) com a
component essencial per a la modulacié de les corrents VRAC (Qiu et al., 2014; Voss et al.,
2014). La familia de proteines LRRC8 (leucine-rich repeat containig 8) esta formada per 5
paralogs trobats en diferents cordats els quals s6n anomenats LRRC8A, B, C, D i E (Abascal
and Zardoya, 2012). Aquesta familia de proteines va ser descoberta I'any 2003 i fins al
moment no es coneixen amb exactitud les seves funcions bioldgiques (Sawada et al., 2003).
Les proteines LRRC8 consten de 4 segments transmembrana i un domini amb 17 leucines
situat a I'extrem C-terminal. Aquests dominis LRR tenen una estructura en forma d’arc amb
una superficie elevada amb relaci6 al volum relatiu de les proteines globulars (Kajander et
al., 2006). S’ha suggerit que aquestes proteines podrien estar involucrades en interacci6
entre proteines gracies als dominis LRR, en processos d’immunitat innata, en
desenvolupament neuronal i en apoptosi (Kobe, 2001; Ng et al., 2011; Padmanabhan et al.,
2009; de Wit et al., 2011).

Mitjancant diferents métodes de comparacié de seqliéncies s’ha descrit que les proteines
LRRCS8 podrien haver-se originat de la combinacié evolutiva entre una pannexina i alguna
proteina que contingui el domini LRR. Les pannexines son un grup de proteines ( Panx 1, 2 i
3) que formen unions gap en vertebrats i mostren una baixa homologia amb les innexines,
les quals son les encarregades de formar unions de tipus gap en invertebrats. Tot i que les
pannexines formin hemicanals com les connexines i que Panx1 mostra propietats similars a
les connexines, s’ha demostrat mitjangant alineacions, que formen part de families de
proteines clarament diferenciades (Bruzzone et al., 2003; Iglesias et al., 2009; Scemes et al.,
2009). S’han trobat moltes insercions i delecions comparant les seqiiéncies de les LRRCS8 i
les pannexines, perd existeixen alguns motius (com per exemple el parell de cisteines en els
loops extracel-lulars) ben conservats en les dues families de proteines en les regions
transmembrana (principalment en el passos transmembrana 1 i 2) i en els loops (Abascal
and Zardoya, 2012).
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Figura 16. Topologia proposada i modificacions post-traduccionals de les pannexines (A) i de les LRRC8
(B). S’observen les diferents modificacions post-traduccionals (fosforilacid, glicosilacio, acetilacid i
ubiquitinitzacio). També s’observen en groc les cisteines conservades en els loops extracel-lulars i el domini LRR

en taronja, en les proteines LRRC8. Imatge modificada de (Abascal and Zardoya, 2012).

S’ha suggerit que les proteines LRRC8 podrien estar involucrades en la comunicacié
cel-lular, especialment en el SNC i en el sistema immune. Mitjangant un patrdé d’expressié
génica en teixits i en diferents tipus cel-lulars s’observa que els gens Irrc8a i Irrc8d
s’expressen de manera obliqua, /rrc8b seria especific del SNC i Irrc8c estaria fortament lligat
al sistema immune. L’'expressi6 de Irrc8e es limitada perd augmentaria la seva expressio en
alguns tumors (Abascal and Zardoya, 2012). L’abundancia de les proteines LRRC8 en
macrofags i limfocits podria suggerir el paper d’aquestes proteines en I'activacio de cél-lules

immunes per senyals d’entrada.

Per tal de poder identificar la molécula que era capa¢ de modular aquestes corrents es va
realitzar un screening de siRNA focalitzat en una gran quantitat de gens humans. Es va
establir un assaig de fluorescéncia per hipotonicitat induida per I'entrada de I en cél-lules
HEK (Qiu et al., 2014; Voss et al., 2014). Aquests estudis recents mostren que LRRCB8A és
una proteina de membrana perd quan la proteina es troba truncada a I'extrem C-terminal
déna lloc a que es quedi retinguda de manera intracel-lular. Aquest cas s’ha donat en un

pacient amb agammaglobulinémia (Sawada et al., 2003).

A part, un dels estudis demostra que mutacions en LRRC8 causen canvis significatius en les
propietats del porus, especialment en la selectivitats dels ions I" respecte el CI" El mateix
estudi conclou que LRRC8A és el component essencial de VRAC (Qiu et al., 2014). En

canvi, l'altre estudi realitzat explica que per donar lloc a I'activitat VRAC s’hauria de formar
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hexamers de LRRCB8A i minimament alguna de les altres isoformes, essent I'isoforma A la
més necessaria. En aquest treball també es descriu que LRRC8 depenent de CI i de fluxos
de taurina indiquen que l'activitat VRAC és la mateixa que I'activitat VSOAC (Voss et al.,
2014).

2.4 TAMPONAMENT DEL K* EXTRACEL-LULAR

Els peus astrocitaris mostren una alta conductancia especifica pels ions K* i particularment
es van registrar grans fluxos de K* en aquesta regid astrocitaria posterior a una activitat
neuronal (Newman et al., 1984; Orkand et al., 1966). Els peus astrocitaris van ser descrits
com el punt on es manifesta el punt final d’'un procés anomenat “potassium siphoning’.
Aquest mecanisme depén de I'alta permeabilitat dels astrocits als ions K* i a la preséncia de
la xarxa astrocitaria gracies a la formacié d’unions gap. El K* és captat per diversos canals i
és transporta llargues distancies, a través de la xarxa d’astrocits, i es alliberat des dels peus

astrocitaris fins al capil-lars sanguinis juntament amb aigua (Rash, 2010).

Existeixen principalment dos mecanismes de tamponament de potassi en astrocits: el
tamponament espacial de potassi que depén de la xarxa astrocitaria (o potassium siphoning)

i 'absorcié de potassi extracel-lular (Kofuji and Newman, 2004).

La regulacié del K* extracel-lular és vital per al correcte funcionament neuronal. El cervell
esta preparat per resistir concentracions de K* de 2-3 mM perd poden augmentar fins a 10-
12 mM després de l'estimulacié eléctrica o fins a 80 mM en condicions patologiques
(Moghaddam and Adams, 1987).

2.4.1 Tamponament espacial de K* o potassium siphoning

S’han descrit diferents canals de K* que s’expressen en astrocits entre els que destaca el
canal inward rectifying Kir 4.1 ja que s’ha demostrat que en aquest canal es detecta la
majoria de la conductancia astrocitica (Butt and Kalsi, 2006; Olsen et al., 2006). Aquest
canal s’expressa en astrocits, oligodendrocits, en la glia de Bergmann i en la glia de Mdller i
permet que el moviment de K" sigui bidireccional en funci6 del gradient de K*transmembrana
(Kalsi et al., 2004). Amb aquest canal entre altres, els astrocits transfereixen el K* des dels
llocs on s’acumula als llocs amb una menor concentracié per finalment abocar-lo als vasos
sanguinis. Aquest procés es porta a terme mitjangant un flux de corrent a través de la xarxa
glial, el qual pot ser reversible. Kir 4.1 presenta un motiu PDZ en el seu extrem C-terminal
amb el qual pot formar interaccions entre proteines que també presentin aquest motiu.

Mitjancant aquest motiu, Kir 4.1 colocalitza en els peus astrocitaris amb sintrofina, proteina
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associada al complex glicoproteic associat a distrofina (DGC) (Benfenati and Ferroni, 2010).

En els peus astrocitaris, Kir 4.1 es troba coexpressat amb AQP4. S’havia suggerit que AQP4
podria estar facilitant el moviment d’aigua a través de la membrana, cooperant amb Kir 4.1
amb el moviment de K* (Nagelhus et al., 2004b). A banda, també s’ha suggerit que AQP4
d’alguna manera estaria regulant la dinamica del volum de I'espai extracel-lular en el cervell
(Haj-Yasein et al., 2012). L’AQP4 també colocalitza amb les proteines formadores del DGC.
L’anclatge entre AQP4 i sintrofina sembla ser clau per a que AQP4 pugui portar a terme la
seva funcié ja que el ratoli knock-out de sintrofina mostra pérdua de la proteina AQP4 en la
membrana perivascular dels peus astrocitaris i els animals mostren un retard en el
tamponament de K* extracel-lular, fet que provoca una activitat neuronal sostinguda. Aquest
animal deficient en sintrofina mostra la proteina Kir 4.1 i les seves propietats funcionals
inalterades, de la mateixa manera que ho fa el knock-out de AQP4. Aquests resultats
implicarien que Kir 4.1 i AQP4 no presenten una interaccié funcional com es pensava
(Zhang and Verkman, 2008). Una possible explicacié per aquest fet podria ser que aquestes
dues proteines no pertanyen al mateix microdomini de la membrana plasmatica. Ja que els
astrocits poden ser considerats com una unitat multifuncional, s’ha hipotetitzat que Kir 4.1
podria presentar diferents funcions segons la regié on s’expressi, per exemple podria
realitzar un funcié caracteristica quan es localitzés en els peus astrocitaris rodejant els vasos
sanguinis i una altra quan es localitzés prop de les sinapsis (Benfenati and Ferroni, 2010).
Un treball recent mostra que Kir4.1 no presenta un paper predominant en I'absorcié del K,

tot i que si que és essencial per a un eficient tamponament d’aquest (Chever et al., 2010).

Per al tamponament espacial de K" s6n molt importants les unions de tipus gap ja que
gracies a aquestes connexions hi pot haver un transport d’ions. Els astrocits expressen
principalment la Cx43, perd també expressen Cx30 i Cx26 (Nagy et al., 2004). L’implicaci6é
de les unions gap en la modulacié de tamponament de K* es va mostrar primerament en un
treball sobre el doble knock-out de Cx30 i Cx43 (Wallraff et al., 2006). S’ha observat que
quan augmenta la concentracié de K* extracel-lular a causa d’una alta activitat neuronal
durant una isquémia per exemple, incrementen els nivells d’expressio tant d’AQP4 com de
Cx43 (Ribeiro et al., 2006). Una altra prova directa de la relacié entre AQP4 i Cx43 s’ha
obtingut en astrocits de ratoli on s’ha disminuit I'expressié d’AQP4 mitjangcant RNAI i s’ha
observat una disminucié de I'expressid de Cx43 juntament amb una disminucié de la
capacitat d’acoblament cél-lula-cél-lula (Nicchia et al., 2005). Per altra banda, s’ha mostrat
qgue les connexines oligodendrocitaries, Cx32 i Cx47, i el canal Kir 4.1 actuen a la mateixa
via de control del tamponament espacial del potassi durant l'activitat axonal. Els estudis

efectuats amb dobles knock-out de Cx32 i Cx47 mostren una vacuolitzacié de les zones
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mielinitzades igual que succeeix en el ratoli knock-out de Kir 4.1 (Menichella et al., 2006).

2.4.2 Absorcio de K*

Fins al moment s’ha descrit que I'absorcié del K* en les cél-lules glials es portava a terme a
través de la Na’K'ATPasa i del cotransportador N*/K*/2CI" (NKCC1). Aquesta absorcio
genera un desequilibri de carregues que s’ha de contrarestar principalment amb I'entrada
d’ions CI'. Aquesta entrada de clorur es pot donar lloc a partir de canals especifics de ClI", o

recaptant-lo conjuntament amb el K* mitjangant el cotransportador NKCC.

L'implicaci6 de la bomba Na'K’ATPasa en leliminaci6 de l'excés de K' en lespai
extracel-lular després d’una activitat neuronal ha estat demostrada (D’Ambrosio et al., 2002;
Ransom et al., 2000). S’ha demostrat I'habilitat de la Na'K*ATPasa en la regulaci6 de la
concentracié de K* extracel-lular, en que senyals de Ca?* estimulen la bomba i d’aquesta
manera disminueix la concentracio extracel-lular de K* (Wang et al., 2012). Recentment s’ha
descrit que la Na’K*ATPasa es el mecanisme molecular principal de I'eliminacié del K*
extracel-lular induit per estimuls. També s’ha demostrat el rol de les isoformes a2/a3 en la
recuperacio de a concentracio de K™ extracel-lular posterior a un estimul. En els experiments
realitzats s’ha mostrat que I'inhibicio de les tres isoformes o de la Na’K*ATPasa compromet
la viabilitat de les llesques d’hipocamp (Larsen et al., 2014). A banda aquests experiments
han mostrat que el cotransportador NKCC1 no contribueix a I'eliminacié del K™ extracel-lular
després d’'una activitat neuronal en I'hipocamp. NKCC1 es troba altament expressat en
astrocits en cultiu (Larsen et al., 2014; Su et al., 2002a, 2002b) perd la proteina es troba
absent en teixit de rata (Clayton et al., 1998; Plotkin et al., 1997). Podria ser que en
condicions patologiques com I'epilépsia, edema o infart cerebral NKCC1 estigues sobre
regulat i aquest fet fes que tingués una contribucioé en 'nomeostasi de I'aigua i del K* (Larsen
et al., 2014).

2.5 FORMACIO DE XARXES GLIALS

Les cél-lules glials s’uneixen a altres per constituir una xarxa que primerament va ser
anomenada “sinciti panglial” (Nagy and Rash). Les cél-lules glials que composen aquesta
xarxa sén principalment els astrocits i els oligodendrocits. Aquestes cél-lules glials estan
interconnnectades a través d’unions gap (Fischer and Kettenmann, 1985; Nedergaard et al.,
2003). Aquest tipus de xarxes, especialment la que es troba formada per astrocits i
oligodendrocits, s’estén de forma radial des del canal espinal i els ventricles cerebrals fins la
glia que envolta I'epiteli vascular, passant per regions de la substancia blanca i gris (Rash,

2010; Rash et al., 1997). Tot i les controveérsies, alguns autors han suggerit que els astrocits
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podrien establir comunicacié directa amb les neurones mitjangant canals intracel-lulars, a
partir de la qual podrien proporcionar algun altre mecanisme per a la regulacio glial durant

I'activitat neuronal (Alvarez-Maubecin et al., 2000; Nedergaard, 1994).

Aquesta xarxa glial juga un paper molt important en la regulacié de 'homedstasi, el pH
extracel-lular i els nivells de K* i glutamat, i també indirectament en la pressio vascular, la
sinapsi neuronal, i el trafic de glucosa des dels vasos a les neurones. A part d’aquestes
funcions de comunicacio, les unions gap també tenen un paper important en la morfologia

cel-lular i en I'organitzacié del citoesquelet (Yamane et al., 2002).

Els astrocits expressen tres tipus de connexines, la Cx43, que és la més freqlent, la Cx30 i
la Cx26 (Giaume and Venance, 1995; Nagy et al., 2004). Aquests tres tipus de connexines
mostren diferents patrons d’expressidé (Altevogt and Paul, 2004). Les unions gap entre
astrocits solen ser homomeriques, compostes per Cx43/Cx43, les quals es solen trobar tant
en la substancia gris com en la blanca, i Cx30/Cx30 les quals predominent en la substancia
gris (Altevogt and Paul, 2004; Rash et al., 2001).

En els oligodendrocits es troben les seglients connexines, Cx47, Cx32 i Cx29. Tot i que
poden formar unions gap entre oligodendrocits, aquestes connexines principalment formen
unions entre oligodendrocits i astrocits. Les unions heterotipiques que es formen sén la
Cx43/Cx47 i Cx30/Cx32 (Abrams and Scherer, 2012; Sargiannidou et al., 2010). Estudis
recents mostren la possible unié gap entre oligodendrocits en la regié del cos callés
(Maglione et al., 2010; Wasseff and Scherer, 2011). Aquestes unions gap heterdlogues es
donen lloc a la superficie externa de la mielina, en els loops paranodals invertits, en els
somes oligodendrocitics i en els processos d’aquests oligodendrocits que s’enllacen amb la
mielina (Rash, 2010). La Cx32 s’expressa principalment en les fibres mielinitzades de la
substancia blanca, justament en els paranodes que rodegen els ndduls de Ranvier, formant
unions gap dins la beina de mielina. La Cx47 s’expressa principalment en els

oligodendrocits, principalment al voltant del cos cel-lular (Altevogt and Paul, 2004).

L’'importancia funcional de les connexines es demostra amb els diferents models animals. El
ratoli knock-out de Cx43/Cx30 és letal a estadis embrionaris i el doble knock-out Cx32/Cx47
i Cx47 mostren vacuolitzacio a nivells de la mielina, principalment el doble knock-out ja que
la vacuolitzacié s’observa a partir del dia postnatal 13 (Menichella et al., 2003; Odermatt et
al., 2003). Mutacions en els gens que codifiquen per diferents connexines també donen lloc
a diferents malalties com per exemple el cas de la malaltia Charcot-Marie-Tooth lligada al

cromosoma X en qué es troba mutada la Cx32 (Yum et al., 2002).



Introduccié 45

® Na'
O K- YoLr1
ecr

® ST 00Kekt Mo channe
2 -
e ca D0Aaars P K’ channel I O M

«Glu- j)TrRev4 ] cCxa3 GlialCAM .MLC1

Figura 17. Resum dels mecanismes astroglials implicats en ’homeodstasi extracel-lular. La morfologia
astrocitaria en el cervell es caracteritza per un cos cel-lular irregular que genera diferents processos. Aquests
processos poden contactar amb el soma neuronal (a), envoltar les sinapsis (b) o envoltar els vasos sanguinis (c).
Per la seva part, els astrocits estan connectats entre si per unions gap (d) que permeten la sincronitzaci6 de les
respostes a les cél-lules distals del sinciti astroglial. Aquesta arquitectura és important per al manteniment de
I’'homeostasi extracel-lular. (1) Com a resultat de I'activacié d’un potencial d’acci6 s’alliberen neurotransmissors i
ions a I'espai extracel-lular de la zona perineuronal. (2) Els astrocits recapten el potassi i el glutamat extracel-lular
acumulat. (3) El glutamat és recaptat a través dels cotransportadors GLT-1 i GLAST, mentre que el potassi pot
ser recaptat per diferents canals on el més important en la zona perineuronal és el canal Kir4.1. (4) L’excés de
potassi intracel-lular és redistribuit espacialment via unions gap per tot el sinciti astrocitari fins que és avocat al
corrent sanguini via Kir4.1 juntament amb l'activacié d’altres canals com BKCa o Kv (5). Durant el procés de
tamponament de potassi es crea un gradient osmotic que és contrarestat per un flux d’aigua. EI moviment
osmotic de l'aigua es realitza a través del canal AQP4 que s’expressa a les regions astrocitaries que envolten les
sinapsis i als peus astrocitaris al voltant dels vasos sanguinis. La concentraci6 del clorur intracel-lular és clau per
la regulacié d’aquests processos. La contribucié dels canals de clorur de la familia de CIC en aquest procés
encara no esta clara. Per altra banda, les proteines LRRC8 modulen l'activitat VRAC contribuint en el
manteniment del volum cel-lular. Finalment no es coneix clarament la funcié del canal TRPV4 perd es proposa
que pot funcionar com a osmosensor de les condicions extracel-lulars del medi i activar els processos de control
del volum cel-lular. Les bombes i transportadors que contribueixen als moviments transmembrana dels ions no
han estat inclosos. S’han incorporat la localitzacié de les proteines MLC1 i GlialCAM al costat del canal de CI" en
el cas dels peus astrocitaris que es troben situats al voltant dels vasos sanguinis i formant unions entre astrocit i

astrocit. Imatge modificada de (Benfenati and Ferroni, 2010).
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3. MODELS ANIMALS PER A L’ESTUDI DE MALALTIES DE LA
MIELINA

Les malalties neurodegeneratives sén causades per la pérdua de I'estructura i funcié de les
neurones. Aquest tipus de malalties poden ser desencadenades per una degeneracio de la
poblacié neuronal o indirectament per una alteracio en les cél-lules glials, com es el cas de

la leucodistrofia MLC.

Els models animals per a l'estudi de malalties neurodegeneratives existeixen des de la
década dels 50, en qué per primer cop es va utilitzar la reserpina per disminuir la dopamina i
d’aquesta manera obtenir un fenotip similar al que s’observa en la malaltia de Parkinson
(Carlsson et al., 1957). En les seglients décades basicament s'utilitzaven toxines com la 6-
hidroxidopamina, kainat i quinolanat per generar lesions en diferents regions del cervell i
d’aquest manera imitar diferents tipus de malalties (Schwarcz and Coyle, 1977; Schwarcz
and Kohler, 1983; Ungerstedt, 1968). El model animal més utilitzat fins a la década dels 90

va ser el ratoli.

L’'importancia dels models animals com a eina per a la recerca ha canviat drasticament les
darreres dues decades a causa de I'identificacié de nous gens involucrats en les malalties i
ha permés la generacid6 de nous models (Young, 2009). Gracies a les eines moleculars
desenvolupades en els darrers anys s’ha aconseguit generar animals transgeénics que
expressin una mutacié concreta i la generacido de models knock-out i knock-in. Un model
animals concret per a un estudi concret es selecciona per la seva similitud amb la malaltia

en quan a fisiologia, geneética i anatomia.

Per a I'estudi de malalties neurodegeneratives avui en dia, a banda dels models de ratoli
(Mus musculus) i de rata (Rattus norvegicus), existeixen models de cél-lules, llevat, mosca
(Drosophila), cuc (Caenorhabditis elegans) i peix zebra (Danio rerio). Altres models de
malaltia, els quals només s’utilitzen en malalties concretes sén el conill (Oryctolagus

cuniculus), el porc (Sus domestica) i el mono (Macaca mulatta).

En la present Tesi s’han utilitzat dos models animals knock-out per a l'estudi de la
Leucoencefalopatia Megalencefalica amb Quists subcorticals. En els seglients apartats es
desenvoluparan les caracteristiques principals dels models animals que s’han desenvolupat

fins al moment per a I'estudi d’algunes leucodistrofies.
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3.1 GENERACIO DE MODELS ANIMALS PER A L’ESTUDI DE LES
LEUCODISTROFIES

El ratoli va ser el primer organisme disponible en ['utilitzaci6 de la tecnologia de la
transgeénesis i del “gene targeting” (Young, 2009). Tot i els notables avencos amb altres
espécies com a models animals de malalties, el ratoli continua essent avui en dia el més
utilitzat per a I'estudi de les malalties neurodegeneratives. L’esquema de desenvolupament
que segueixen humans i ratolins és bastant similar i existeixen moltes relacions al llarg del
genoma. Fins al moment s’havia descrit que el model de ratoli era un model que suposava
un baix cost i que el temps de generacid era curta. Avui en dia, els nous models com
Drosophila, el peix zebra o C.elegans desbanquen aquestes teories ja que sén models més

senzills, més rapids de generar i més barats.

Les leucodistrofies sén desordres de la mielina que afecten la substancia blanca del SNC
amb o sense dany en la mielina del SNP. Durant els ultims anys s’han anat desenvolupant

models animals per tal d’estudiar aquestes malalties i poder avancgar en la seva recerca.

3.1.1 Vanishing White Matter (VWM)

El factor d'iniciacié de la traduccié eucariota 2B (elF2B) és el component principal de la
magquinaria de traducci6. Aquest factor regula el ratio de la sintesi proteica sota condicions
normals i d’estrées (Geva et al., 2010). A més és el factor encarregat de lintercanvi de
nucleodtids de guanina del factor d’iniciacié de la traduccié 2 (elF2). Sota condicions d’estrés
la subunitat-a del factor elF2 es fosforila per una quinasa, convertint el factor elF2 en un
inhibidor del factor elF2B i donant lloc a I'inhibici6é global de la sintesi proteica (Dever, 2002).
Mutacions en una de les cinc subunitats de EIF2B donen lloc a malalties neurodegeneratives

principalment afectant la substancia blanca del SNC (Leegwater et al., 2001b).

La forma classica de la malaltia de VWM esta associada amb una progressiva perdua de la
mielina del SNC conduint a déficits neurologics i cognitius. Les imatges de MRI acostumen a
mostrar en els pacients una degeneracié de la substancia blanca (van der Knaap et al.,
2006; Schiffmann and Elroy-Stein, 2006).

Fins a I'any 2010 no es va descriure el primer model animal d’aquesta malaltia. Es va
generar una soca mutant de ratoli mitjancant I'introduccié d’'una mutacié en un lloc especific
del locus del gen que codifica per la subunitat o de elF2B. La mutacié generada en el ratoli,
R132H equival a la mutacié R136H en humans, associada a la forma classica de la malaltia
(Geva et al., 2010).
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Els simptomes que presenta el model de VWM son similars als que s’observen en una etapa
avancgada en els pacients que presenten I'al-lel hipomorfic EIF2B amb mutacions lleus. El
fenotip que presenta consta d’alteracions en les funcions motores amb la participacié del cos
callés, la capsula interna i els axons. A banda, el ratoli en edats primerenques mostra una
clara abundancia d’oligodendrocits i una reduccié en el nombre d’astrocits similar al que
s’observa en els pacients. En la malaltia de VWM [l'afectacié de la substancia blanca es
presenta en els hemisferis cerebrals, en canvi el ratoli mutant mostra certa afectacié en
altres regions. Tot i aixi, el ratoli mutant mostra un fenotip molt més lleu similar al que
s’observa en humans en etapes inicials de la malaltia. Imatges de MRI mostren un retard en
el desenvolupament del CNS i els coeficients de difusié es troben incrementats en edat
adulta. També s’han realitzat estudis de microscopia electronica en que s’observa una clara
desmielinitzacié en els ratoli mutant en edat adultes indicant que hi ha un procés
degeneratiu. Un altre experiment que mostra la desmielinitzacié es el contingut anormal
d'una proteina tipica de mielina, PLP, en [I'hipocamp. Mitjangcant estudis
d’immunohistoquimica s’ha detectat una abundancia d’oligodendrocits positius per NG2, fet
que podria suposar un retard en el procés de maduracid de les cél-llules cap a
oligocendrocits madurs per tal de formar la mielina. Els autors creuen que el fet de que el
ratoli mutant mostri un fenotip més lleu al que mostren els pacients podria ser degut a
'estrés ambiental, ja que en humans s’ha relacionat com a senyal d’identitat de les malalties
de la substancia blanca relacionades amb elF2B. Per aquesta rad, se’ls va realitzar un
estudi de desmielinitzaci6 mitjangcant una dieta amb Cuprizone. Aquest compost és un
quelant de coure que fa que hi hagi desmielinitzacié toxica. Quan el compost s’elimina de la
dieta s’observa la capacitat de remielinitzar de I'animal (Torkildsen et al., 2008). Quan
s’elimina el Cuprizone de la dieta el ratoli mutant mostra una tardana remielinitzacié i el cos
callés mostra un augment en I'astrogliosis en resposta a I'efecte del Cuprizone (Geva et al.,
2010).

Resultats recents d’'un estudi d’expressié génica mitjangant microarrays i RT-PCR mostren
principalment que gens associats al cicle cel-lular i gens especifics de la substancia blanca a
P1 i P3 estan desregulats donant lloc a un retard en el desenvolupament. També mostren
que el gen Comt1, responsable de metabolitzar la catecolamina es troba desregulat, de la
mateixa manera que en humans, fet que déna una generacié defectiva d’astrocits. A banda,
gens relacionat amb la resposta a estrés es troben sobreregulats i altres desregultas (Marom
et al., 2011). Tots aquest resultats indiquen que la severitat de la malaltia VWM segurament

ve donada per la complexitat de més d’un gen, no només per EIF2B.
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3.1.2 Malaltia d’Alexander (ALX)

La malaltia d’Alexander va ser descrita per primer cop l'any 1949 en un infant que
presentava hidrocefalia i retard mental, i en l'autopsia es van descriure unes inclusions
d’astrocits anomenades fibres de Rosenthal, que sén agregats de proteines ubiquitinitzades
compostos basicament de GFAP, vimentina i proteines associades a l'estrés (lwaki et al.,
1989; Messing et al., 1998).

La malaltia d’Alexander és una malaltia rara generada per la preséncia de mutacions en el
gen que codifica per la proteina GFAP (proteina acidica fibril-lar glial). Les mutacions
semblen actuar de forma que mostren un guany de funci6 amb un augment d’expressio
sobrepassant el llindar toxic, fet que desemboca en la patofisiologia (Brenner et al., 2001;
Messing et al., 2012). Fins al moment un 95% dels pacients mostren mutacions en aquest

gen i es desconeixen altres causes que provoquin la malaltia.

La forma classica de la malaltia esta associada a la preséncia de macrocefalia, retard
mental, convulsions i espasticitat (Hagemann et al., 2009). La malaltia presentada en

I'infancia és molt més severa que en 'adolescéencia i en I'edat adulta.

L’any 1998 es va descriure el primer model de ratoli transgénic per aquesta malaltia en el
qual es va sobreexpressar la proteina hGFAP (Messing et al., 1998). Aquest model
principalment mostra que I'acumulacié de la proteina provoca alteracions en la morfologia
dels astrocits. Aquesta acumulacié de GFAP condueix a una resposta d’estrés la qual
indueix a l'activacié de proteines d’estres (HSP25, HSP70 i a-Bcerystallin) que porten a la
generacié de les fibres de Rosenthal. Estudis de microarrays més recents d’aquest mateix
model han mostrat que l'efecte de la sobreexpressi6 de GFAP genera en l'animal una
multiple resposta a l'estrés a partir de diferents gens involucrats en la destoxificacié, en la
regulacié de ferro, en el metabolisme del glutatié i en la producci6 de NADPH. Molts
d’aquests gens estan regulats pel factor de transcripcié Nrf2 el qual es troba elevat a les 3
setmanes d’edat de I'animal. En edats més avangades el ratoli transgénic mostra la
preséncia d’astrocits i microglia reactiva ja que hi ha un considerable increment de
I'expressié de l'integrina Mac1, la qual es activada per citoquines donant lloc a hipertrofia. A
banda, proteines associades als microtubuls es troben disminuies i hi ha una desregulacio
en gens relacionats amb la neurogeénesi, la neurotransmissio i el transport de vesicules com
per exemple els receptors GABA i de glutamat, AMPA, NMDA, Vamp2, Snap25 o Gad65
entre altres. El ratoli transgénic també mostra una desregulacié d’alguns canals ionics degut
a la funcié aberrant de la glia i les neurones. Els perfils d’expressié obtinguts suggereixen

que la patologia comenga amb una resposta a l'estrés en els astrocits fet que condueix a
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l'activacié de la microglia resultant una pérdua de neurones i/o una densitat sinaptica

(Hagemann et al., 2005).

Posteriorment es van generar dos models knock-in per les mutacions R76H i R236H
(corresponents a les mutacions R79H i R239H en humans). A edats primerenques tots dos
models mostren una alta expressio de GFAP i la preséncia de la fibres de Rosenthal, perd
tot i aixi el ratoli que porta la mutaci6 R236H mostra un fenotip molt més sever respecte a
hipertrofia dels astrocits, a la resposta a estrés i al pes corporal. Estudis
d’immunohistoquimica mitjangant ['utilitzaci6 de ferrocianur de potassi mostren una
acumulacié de ferro entre els astrocits i un clar augment de ferritina. Els models knock-in
mostren menys fibres de Rosenthal que el ratoli transgénic que sobreexpressa GFAP, per
aquesta rad i per intensificar lI'expressi6 de la proteina es va generar l'animal
R236H/+;GFAP'™. Aquest animal mostra una mort prematura i una expressié de GFAP el
doble d’incrementada respecte el ratoli transgeénic indicant una clara correlacié entre la
severitat del fenotip i els alts nivell de la proteina. Cal destacar la disminucié del
transportador de glutamat, GLT-1, ja que posteriorment també s’ha observat aquesta
disminucié en un cultiu primari d’astrocits del model R236H/+;GFAP™ (Sosunov et al., 2013).
La disminucié de GLT-1 podria posar a les neurones en risc de mort per exitoxicitat (Tian et
al.,, 2010). Els pacients freqientment mostren atacs d’epilepsia, utilitzant el model
R236H/+;GFAP™ i mitjangant I'administracié d’acid kainic s’ha mesurat la generacié de
convulsions que manifesten aquests animals durant un cert temps. L’animal
R236H/+;GFAP'™ mostra la produccié de més atacs durant tot el temps mesurat i un major
dany neuronal respecte el wild-type que va disminuint en nombre d’atacs amb el temps
(Hagemann et al., 2006). La disminucié de GLT-1 podria explicar I'increment de la severitat

dels atacs resultant la mort de les neurones piramidals (Tian et al., 2010).

Més recentment també es va generar un ratoli GFAP™/Cryab™ ja que la proteina a-
Bcrystallin (Cryab) s’havia descrit que era important per a la formacié de les fibres de
Rosenthal. Aquest nou model mostra que no es aixi, tot i que la proteina si que es important
per mantenir la viabilitat de 'animal GFAP™. En el mateix estudi es va generar un model
transgénic de Cryab'™ sota el control del promotor GFAP, el qual mostra que amb
combinacié dels models R236H/+ i GFAP™, una menor preséncia de la fibres de Rosenthal i

disminueix la resposta a estrés (Hagemann et al., 2009).

L’any 2012 un altre estudi sobre la malaltia mostrava un altre model animal en qué es
combinava el model ja descrit GFAP-Nfr2 (Calkins et al., 2010; Vargas et al., 2008) amb

I'animal GFAP™ i el R236H/+. L’estudi mostra principalment que la sobreexpressié de Nfr2
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és suficient per disminuir els nivells del transcrits de Gfap, els nivells de proteina i els nivells
de fibres de Rosenthal (LaPash Daniels et al., 2012).

Fins al moment no s’han mostrat estudis de comportament amb aquests models animals tot i
que es sap que estudis preliminar realitzats pel grup del Dra. Hagemann amb el ratoli

R236H/+, mostren indicacions de déficits en I'aprenentatge (LaPash Daniels et al., 2012).

L’any 2011 es va descriure un model de la malaltia d’Alexander en Drosophila (Wang et al.,
2011). La versi6 wild-type i mutant de GFAP quan s’expressen en les cél-lules glials de la
mosca mostren un fenotip caracteristic de la malaltia. La mosca mutant a poc temps d’edat
presenta convulsions, caracteristica tipica que presenten els infants afectats per la malaltia.
Neuropatologicament s’observa disfuncié i mort glial per apoptosi acompanyada de
degeneracié de les neurones. A banda, la mosca mutant mostra agregats ens els cossos
eosinofilics i unes inclusions allargades amb una alta similitud amb les fibres de Rosenthal.
La sobreexpressio de 'homoleg de a-Bcrystallin en la mosca mostra millores en els defectes
neuropatologics i de comportament en la mosca mutant. Altres vies implicades préviament
en altres model de la malaltia com el transport de glutamat, I'estrés oxidatiu, I'autofagia i la
senyalitzaciéo JNK semblen jugar un paper important en el model de Drosophila (Messing et
al., 2012; Wang et al., 2011).

3.1.3 Malaltia de Pelizaues-Merzbacher (PMD)

La malaltia de Pelizaues-Merzbacher és un tipus de leucodistrofia amb heréncia recessiva
lligada al cromosoma X. Es una malaltia severa sobretot en edats primerenques. Els
pacients acostumen a desenvolupar nistagme (espasme dels musculs motors del globus
ocular), poc control del cap, disfuncié cerebelar, espasticitat en les extremitats superiors i
inferiors i deteriorament cognitiu (Koeppen and Robitaille, 2002; Prukop et al., 2014). Tot i
que la progressi6 de la malaltia pot ser molt variable, aquesta depén de mutacions en el gen
Plp1. La proteina PLP i la seva isoforma DM-20 sén proteines de membrana de la mielina i
representen el 20% del total de les proteines en aquesta localitzacié. Les mutacions que es
troben en la malaltia poden ser duplicacions o triplicacions del gen (formes greus de la
malaltia), delecié del gen sencer (formes lleus de la malaltia), i mutacions puntuals,

delecions o insercions (ampli espectre de la gravetat clinica) (Gruenenfelder et al., 2011).

Per a I'estudi de la malaltia de Pelizaues-Merzbacher s’han descrit diferents models animals.
Primerament, 'any 1992 van sorgir els models de ratoli jimpy i msd. Altres models descrits
en la mateixa década, sén per exemple els que mostren una forma més lleu de la malaltia, el

ratoli rsh (rumpshaker) i el conill pt (paralytic tremor) (Nadon et al., 1990; Nave et al., 1986;
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Schneider et al., 1992) o els models descrits en rates (Boison and Stoffel, 1989; Nadon et
al., 1990).

Dysmyeli-
Polypeptide Abnormal motor nation’ Abnormal
Genotype encoded development of CNS axons oligodendrocyte death Myelin structure® Reference
plp™ none* Not detectable  Absent No Compacted, This study
condensed IPL,
reduced stability
plp™ 159aa’# Mild Small caliber No Uncompacted’ Boison and Stoffel, 1995
plp™ 276aa>® Moderate Small and large Compacted Schneider et al., 1992
caliber
plp* 242aa'* Severe (lethal) Most axons Increased Compacted Duncan et al., 1989
plp™ 276aa** Condensed IPL Skoff, 1995
plp-transgenic  276aa® Compacted Readhead et al., 1994

Taula 4. Resum de les caracteristiques dels principals models de ratoli utilitzats per a I'estudi de

Pelizaues-Merzbacher durant la década dels 90. Taula extreta de (Klugmann et al., 1997).

Com s’observa en la taula 4, els fenotips que presenten aquests models animals sé6n molt
diversos principalment en relacié a la desmielinitzacié dels axons en el CNS i en els estudis
de comportament. Alguns d’aquests models animals s’han realitzat per integracié gendmica
a I'atzar de multiples copies del gen Plp1. Cal destacar també el model descrit en rates de la
soca Lewis en que una sobreexpressié d’entre 4-7 copies del gen genera tremolors, atacs
epiléptics i mort prematura en els animals. A banda, s’observa apoptosi en els
oligodendrocits madurs, dany en els que es troben en desenvolupament i una severa
desmielinitzacié6 acompanyada de la preséncia d’astrogliosi i microglia reactiva (Bradl et al.,
1999). Un intent de millora del model en rata és el que s’ha generat creuant el PLP-
transgénic amb background de Lewis amb la soca wild-type de Wistar, ja que aquesta soca
acostuma a generar més camades i més freqlients. Respecte el model de la soca Lewis no
s’observen diferéncies en les caracteristiques tipiques de la malaltia, la deficiéncia de la
mielina o la bioquimica (Mayer et al., 2011). Dins d’aquestes linies els animals homozigots
mostren un fenotip hipomielinitzant greu amb convulsions i mort prematura, mentre que els
animals hemizigots mostren un fenotip tardar lleu (Bradl et al., 1999; Kagawa et al., 1994;
Karim et al., 2010; Readhead et al., 1994).

Recentment, s’ha descrit un nou model animal de ratoli anomenat Plp1 dup en que se li ha
duplicat el gen. El fenotip que presenta és entremig al que s’havia observat en els anterior
models homozigots i hemizigots. En aquest model I'augment d’expressié del transcrit
s’observa fins a P21, ja que després va recuperant els nivells normals com els del wild-type,
i els nivells de proteina es veuen incrementats a P12. Aquests resultats indiquen que
possiblement PLP es regula de manera postranscripcional en el cervell d’aquest model. La

degeneracié de la proteina s’observa degut a la disminucié dels nivells de transcrits i de
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proteina de MBP i CNP. Els animals mostren una degeneraci6 de la mielina lenta fins als 6
mesos d’edat en que el procés s’accelera. El ratoli Plp1 dup també mostra vacuoles en el
cos callés de la mateixa manera que ho fa el model animal que sobreexpressa la proteina
CNP (Gravel et al., 1996), tot i aixi els autors no tenen clar que poden representar aquestes
vacuoles. La duplicacio del gen PIp1 també afecta els nivells d’altres gens relacionats amb la
mielina com alguns factors d’elongacié o de mortalitat. Els estudis de comportament
mostren diferéncies significatives entre I'animal Plp1 dup i el wild-type indicant déficits en les

funcions motores (Clark et al., 2013).

3.1.4 Malaltia de Krabbe o Leucodistrofia de cél-lules globoides

La malaltia de Krabbe és una malaltia amb un patré d’heréncia autosomic recessiu en que
es produeix una deficiéncia de I'enzim Galactocerebrosidase (GALC). GALC és una
hidrolasa acida lisosomal que catalitza I'eliminacié de galactosa a galactosilceramida
(GalCer), un component principal de la mielina, i d’altres esfingolipids que continguin p-
galactosa. L'acumulacié de GALC en el SNC és toxica fet que produeix una degeneracié
dels oligodendrocits amb una consequent desmielinitzacié (Igisu and Suzuki, 1984; Suzuki,
2003).

La malaltia es diagnostica principalment en la infancia en qué s’observa un
desenvolupament retardat, rigidesa en les extremitats i irritacié. Mitjiancant MRI els pacients
mostren la substancia blanca difusa i s’observen disfuncions neurologiques severes que
moltes vegades condueixen a la mort als 2 anys d’edat (Wenger et al., 2000). Aquesta
malaltia s’ha documentat en altres espécies (canina, murina i simis) les quals s’han utilitzat

com a models de la malaltia.

El model més utilitzat ha estat el ratoli twitcher descrit per primer cop I'any 1980. Aquest
ratoli porta associada una mutacié, la qual és un canvi d’'una guanina per una alanina donant
lloc a un cod6 stop (Kobayashi et al., 1980; Sakai et al., 1996). Aquest ratoli presenta una
baixa activitat de GALC, mostra tremolors a partir de P10-P15 ja que es produeix una
infiltracié de macrofags donant lloc a una degradacié de la mielina. A partir d’aquest moment
comencga a disminuir el seu pes i es va deteriorant fins a la mort que normalment és al
voltant del dia 40 (Duncan et al., 2011; Luzi et al., 2001; Taniike and Suzuki, 1994). En
aquest model també es mostra augmentada la concentracié de psicosina (glicoesfingolipid).
La psicosina esta relacionada amb la degeneraci6é dels oligondendrocits al voltant dels
axons. Aquest ratoli és el model que més s’esta utilitzant en l'estudi de la malaltia de
Krabbe.
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L’any 2001 es va generar un ratoli transgénic a partir del ratoli twitcher que presentava una
mutacié (H168C) que en humans déna lloc a un polimorfisme. Aquest model tot i presentar
les caracteristiques tipiques de la malaltia que s’havia observat en el ratoli twitcher mostra

un fenotip més lleu (Luzi et al., 2001).

Recentment, s’ha descrit un model de la malaltia de Krabbe en peix zebra. En aquesta
espécie s’han trobat dos ortolegs del gen GALC, galca i galch, els quals codifiquen per
enzims lisosomals actius a pH acid. Aquests gens s’expressen durant el desenvolupament
del SNC. Mitjangant l'injeccié de morfolinos s’han generat models knock-downs de cada un
dels ortdlegs en que s’ha produit un silenciament transitori del gen diana durant els primers
dies del desenvolupament. Aquests animals no mostren alteracions, d’igual manera que
s’observa en el ratoli twitcher heterozigot i en els pacients heterozigots. També s’ha generat
un model doble knock-down dels dos ortdlegs. En aquest cas els animals mostren una
reduccié i una desorganitzacié parcial de la xarxa neuronal i un augment de I'apoptosi durant

el desenvolupament del SNC (Zizioli et al., 2014).

3.1.5 Malaltia de Canavan

La malaltia de Canavan esta causada per una mutacié en el gen de I'aspartociclasa (ASPA)
donant un lloc una deficiéncia de I'enzim. Aquest enzim es troba altament expressat en
oligodendrocits madurs i s’encarrega d’hidrolitzar el N-acetilaspartat (NAA) donant com a
producte aspartat, el qual participa en la sintesi dels lipids de la mielina, i acetat. NAA té un
paper important en el manteniment osmotic el cervell i en la transmissié d’aspartat. Una
deficiéncia en I'enzim ASPA condueix a una acumulacié de NAA en el cervell i en I'orina dels
malalts (Matalon and Michals-Matalon, 1999; Surendran et al., 2005).

Les caracteristiques tipiques de la malaltia inclouen un retard en el desenvolupament,
macrocefalia, hipotonia i mort prematura. Els infants que desenvolupen aquesta malaltia no
tenen capacitat per realitzar accions com asseure’s, mantenir I'equilibri, caminar o parlar. Els
pacients també mostren espasticitat en temps més avancgats de la malaltia (Surendran et al.,
2003, 2005).

L’any 1985 es va descriure un tipus de rata (rata™) que mostrava tremolors, formacié de
vacuoles i una degeneracié espongiforme molt similar al que s’havia observat en pacients
(Yamada et al., 1985). Aquesta rata™ presentava una delecié dins d’una regi6 critica en que
es troba el gen ASPA entre altres. Aquest model ha estat utilitzat en diferents estudis com a
model de la malaltia (Kitada et al., 2000; Moffett et al., 2011).
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També s’ha descrit un model de ratoli knock-out per al gen ASPA generat mitjancant la
forma classica. Aquest model mostra simptomes molt similars als que s’observen en els
pacients. Té una deficieéncia de I'enzim ASPA i una alta acumulacié de NAA. El ratoli també
mostra una degeneracié espongiforme en la substancia blanca del cervell observada
mitjancant MRI (Matalon and Michals-Matalon, 2000). Estudis més recents amb aquest
mateix model knock-out mostren una implicacié de la malaltia en la medul-la espinal. El ratoli
knock-out també mostra dificultats sensoriomotrius incloent dificultats per caminar o
mantenir-se quiet, un intens dolor i ataxia. La medul-la espinal també presenta vacuoles,
principalment en la substancia gris. Els estudis de comportament mitjancant el test Rotarod
mostren la dificultat que té I'animal knock-out per mantenir I'equilibri. Aquests fets fan pensar
als autors que podria ser deguda per la degeneraci6 dels axons i per la perdua progressiva
de mielina donant lloc a una mala conduccié cap als tractes sensors i motrius (Surendran et
al., 2005).

S’han realitzat estudis per tal de restablir l'activitat ASPA mitjangant l'injecci6 d’AAVs
(adenoassociats) en que s’observen millores en I'animal knock-out, perd només en les

regions on s’han dut a terme les injeccions (Matalon et al., 2003).

Un altre model animal knock-out s’ha aconseguit mitjangant la técnica d’injeccié de N-etil-N-
nitrosurea en qué s’indueix la generacié de mutacions diverses en el ratoli. EI knock-out

nur7

anomenat Aspa™’ mostra la mutacié nonsense Q193X. Aquesta mutacié déna lloc a una
truncacio de la proteina en els darrers 120 aminoacids, dominis que inclou els motius DCTV
i VNEAAYY involucrats en I'activitat catalitica de I'enzim (Traka et al., 2008). Aquest model
comparat amb el ASPA-knock-out mostra un fenotip més lleu i un temps de vida més llarg.
El ratoli Aspa™” també mostra la formacid de vacuoles principalment en la substancia

blanca del cerebel i en les cél-lules de Purkinje.

lacz/lacz

Recentment, s’ha descrit un model knock-in aspa en que el ratoli expressa el gen lacZ
sota el control del promotor ASPA. Aquest nou model de ratoli mostra un fenotip més lleu a
nivell neurologic i histologic respecte al ratoli knock-out. A banda, mostra que hi ha certa
especificitat pel sexe per la deficiencia de ASPA ja que les femelles mostren I'activitat
locomotora menys afectada que els mascles (Mersmann et al., 2011). Aquestes diferéncies

nur7

no s’havien observat en els models de ratoli knock-out i Aspa™’, perd si un estudi realitzat
amb la rata™, que mostra I'activitat locomotora menys afectada en femelles que en mascles

(Arun et al., 2010).
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3.1.6 X-Adrenoleucodistrofia (X-ALD)

L’adrenoleucodistrofia és una malaltia neurometabdlica rara de caracter recessiu lligada al
cromosoma X en que l'estrés oxidatiu és el principal factor patogénic. Es el desordre
peroxisomal més freqlient caracteritzat per una progressiva desmielinitzacio, insuficiéncia
adrenal i una acumulaci6 d’acids grassos de cadena molt llarga (C= 22) (Ferrer et al., 2010;
Fourcade et al., 2008). Aquest trastorn hereditari és causat per mutacions en el gen ABCD1
(també anomenat ALD) que codifica pel transportador peroxisomal d’ATP (ALDP), el qual
esta involucrat en el transport d’acids grassos de cadena molt llarga (VLCFA) i els acids
grassos de cadena llarga acetil-CoA, a I'interior del peroxisoma per tal que siguin degradats
(Fourcade et al., 2008; van Roermund et al., 2008).
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L’any 1997 tres laboratoris diferents van posar a punt el model knock-out abcd1™ mitjangant
recombinacié homologa (Forss-Petter et al., 1997; Kobayashi et al., 1997; Lu et al., 1997).
Aquest ratoli knock-out mostra un degeneracié tardana de la mielina i axonopatia en la
medul-la espinal. Fins als 20 mesos d'edat no s'observa cap tipus de caracteristica
patoldogica. A partir d’aquesta edat els animals mostren alteracions en la mielina,
degeneracié axonal a la medul-la espinal i en el nervi ciatic també s’observa atrofia axonal
(Pujol, 2002).

En els peroxisomes hi ha 4 gens que codifiquen per transportadors ABC. Fins al moment no
s’han descrit malalties humanes que s’atribueixin a defectes a algun dels altres
transportadors. Tot i que no es sap les funcions que desenvolupen, la seva homologia amb
abcd1 indica que podrien exercir una funcié en el metabolisme peroxisomal dels acids
grassos, principalment abcd2, gen que codifica per la proteina ALDRP (Ferrer et al., 2005).
L’inactivacié de abcd2 no condueix a I'acumulacié de VLCFA en el sistema nerviés, tot i que
la seva sobreexpressio el en ratoli knock-out abcd1” prevé 'acumulacio i de I'inici del fenotip

caracteristic (Pujol et al., 2004). La generacié del model knock-out abcd2”™ mostra que la
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seva inactivacié genera un fenotip similar al que s’havia observat amb el knock-out ALD, on
s’observa una degeneracié axonal. La generacié del doble knock-out (abcd1”;abcd2™) en
canvi mostra un acumulacié molt més elevada de VLCFA respecte el knock-out abcd1”. A
banda aquest doble knock-out mostra astrogliosi a la medul-la espinal i al cerebel, pérdua de
cél-lules de Purkinje, ataxia i alteracions ultraestructurals dels mitocondris dels cossos
axonals (Ferrer et al., 2005). Aquests treballs van fer plantejar I'estudi de I'oxidacio a nivell
mitocondrial, ja que en el mitocondri s’acaben de degradar per complet aquests acids
grassos mitjancant el mecanisme de la -oxidacio. Una disfuncié mitocondrial caracteritzada
per l'estrés oxidatiu i per una insuficiencia d’energia provoca una despolaritzacié de la
membrana interna mitocondrial conduint a la mort cel-lular. Les modificacions lipooxidatives
es comencen a observar a partir dels 3-4 mesos d’edat, molt abans que els signes
patologics i neuroldgics (Fourcade et al., 2008). A banda, estudis locomotors mostren que el
doble knock-out a partir dels 13 mesos té menys habilitat motora i té problemes per mantenir

I'equilibri (Ferrer et al., 2005; Lopez-Erauskin et al., 2012).

Estudis més recents mitjangant el model knock-out abcd1™, el doble knock-out i cultius de
fibroblasts de pacients mostren una alta expressié de ciclofilina D (enzim que modula la
transicié de la permeabilitat mitocondrial). Estudis in vitro de la combinacié d’antioxidants
mostren una disminuci6 de I'expressio de la ciclofilina D i una disminucié de I'oxidacié en el

sistema nervids, invertint la degeneraci6 axonal (Lopez-Erauskin et al., 2012).

A banda, en aquests models també s’han descrit danys oxidatius afectant enzims de la
glicolisi i una reduccié dels nivells de NADPH i ATP a causa d’un error energétic donant lloc
a la mort cel-lular, una desregulaci6 del receptor de proliferacié del peroxisoma-y (PPAR-y) i
un deteriorament en les vies dependents del coactivador 1a (PGC-1a) (Galino et al., 2011;
Moraté et al., 2013). Aquests defectes primerencs de la disfuncié energética i del dany
oxidatiu, amb una disminucié dels nivells de NADPH i ATP, donaria lloc a la degeneraci6
axonal observada en edats avancades del ratoli knock-out abcd1”. El tractament amb
Pioglitazone, el qual és un agonista que s’ha demostrat que es capag¢ de regular les vies
dependents de PGC-1a, també mostra una millora en els animals normalitzant els
marcadors d’estrés, prevenint la degeneracié axonal i normalitzant I'habilitat locomotora dels

animals knock-out (Moraté et al., 2013).

3.2 TERAPIES PER A LES MALALTIES DE LA MIELINA

Avui en dia les estratégies de possibles terapies per a les leucodistrofies estan basicament

enfocades a la remielinitzacié en les malalties desmielinitzants. El procés de remielinitzacio
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és la resposta natural del sistema nervios en regenerar els axons que es troben
desmielinitzats. En el SNC la remielinitzacié déna lloc a la sintesi de nous oligodendrocits
que conseqientment formen noves beines de mielina. Aquestes noves beines, tot i que sén
totalment funcionals acostumen a ser més curtes i més primes (Franklin and Kotter, 2008).

La remielinitzacio és important principalment per generar un impuls nerviés més eficient.

Quan es dona lloc la desmielinitzacié es produeix primerament mort dels oligodendrocits
donant lloc a restes de mielina que s’eliminen progressivament per macrofags fagocitics. Els
astrocits i la microglia detecten la lesio i generen una resposta. La microglia produeix factors
que activen els astrocits i els astrocits produeixen factors d’activacié de la microglia,
generant d’aquesta manera també l'activacié de cél-lules precursores. Aquest és un procés
critic en la remielinitzacié, ja que hi ha una sobreregulacié6 de factors de transcripci6
necessaris per a la diferenciacié de les cél-lules precursores a oligodendrocits madurs. Una
vegada activat aquest procés, aquestes cél-lules precursores es tornen sensibles a mitdbgens
i a factors quimiotactics generats per la microglia i els astrocits, i rapidament poblen la zona
desmielinitzada. Aquest procés implica canvis en I'expressiéo de gens que codifiquen per

receptors de la superficie cel-lular (Franklin and Kotter, 2008).

2 Normal adult white matter d OPC differentiation (axon engagement and
myelin shealth formation)
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Els transplantaments de diferents tipus cél-lulars van ser les primeres terapies que es van

utilitzar durant la década dels 80.
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En la malaltia de Krabbe primerament s'utilitzava la tecnica del transplant de cél-lules
hematopoietiques (HCT) la qual resultava beneficiosa si s’aplicava en etapes molt
primerenques de la malaltia pero I'eficacia que mostrava era variable segons la severitat de
la malaltia (Duffner et al., 2009; Escolar et al., 2005). Recentment s’han descrit diferents
mecanismes de terapia génica (TG). Aquest tipus de terapia esta enfocada a l'injeccid
intracerebral de vectors virals que codifiquen els enzims que falten amb I'objectiu d’establir
cél-lules neuronals que es convertiran en una font permanent de proteines funcinals.
Aquesta transferéncia de gens permet concedir nivells superiors i un augment de la secrecio
d’enzims de les cél-lules transduides, donant lloc a una major disponibilitat de I'enzim a
través de la difusid, del liquid cefaloraquidi i el transport axonal (Gritti, 2011). S’han dut a
terme diferents terapies utilitzant el model de ratoli twitcher en els Uultims anys, com per
exemple el transplant de cél-lules embrionaries neurals i mesenquimals, vectors
adenoassociats (AAV) i vectors lentivirals (LV) (Lattanzi et al., 2010; Neri et al., 2011; Rafi et
al., 2005; Scruggs et al., 2013).

En el cas de la X-ALD també s’han dut a terme diferents tipus de terapia. Com s’ha explicat
en lapartat 3.1.6 d’aquest capitol, l'utilitzaci6 de la combinacions d’antioxidants i el
Pioglitazone han mostrat millores en el fenotip de la malaltia en els animals knock-out
(Lépez-Erauskin et al., 2012; Moraté et al., 2013). Per altra banda per aquesta malaltia
també s’ha realitzat transplantament de cél-lules hematopoiétiques i terapia geénica

mitjangant lentivirus (Cartier et al., 2009; Mahmood et al., 2007).

Per a la malaltia de Paliazeus-Merzbacher primerament també es van realitzar estudis en
rates deficients en mielina mitjancant el transplant d’oligodendrocits i de cél-lules de Shwann
a la medul-la espinal que mostraven la generaciéo de noves cél-lules només en el lloc de
l'injeccié (Duncan et al., 1988). Posteriorment s’han realitzat diferents estudis basats en la
dieta. Un d’aquests per exemple mostra que la curcumina, compost beneficiés per al dany
oxidatiu i I'inflamaci6, augmenta la supervivéncia dels animals perd no recostitueix la mielina
ni millora les disfuncions motores (Yu et al., 2012). Un altre estudi en que als animals se’ls
dona una dieta rica en colesterol mostra una millora en l'incorporaci6 de PLP a les
membranes de la mielina perd no es disminueixen els nivellsde la proteina (Saher et al.,
2012). Recentment s’ha descrit un estudi en animals PIpTg que mostra que el tractament
amb Lonaprison, un anatagonista del receptor de progesterona, fa que es disminueixi la
sobreexpressi6 dels nivells de RNA de PLP, s’observa una millora en les funcions motores
dels animals i mitjangcant microscopia electronica s’observen menys quantitat d’axons

desmielinitzants (Prukop et al., 2014b).
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La Leucoencefalopatia Megalencefalica amb Quists subcorticals (MLC) és una malaltia
genética rara per la qual avui dia encara es desconeix el mecanisme fisiopatologic, i per tant
no hi ha cap tractament possible per als pacients. En els darrers anys s’ha identificat un nou
gen associat a la malaltia i altres proteines que podrien estar-hi implicades. Per tal de poder

avangar amb la recerca de la malaltia s’han generat i s’han posat a punt noves eines.

Es per aixd que aquest treball t& com a objectiu principal I'estudi de I'implicacié de les
proteines MLC1, GlialCAM i CIC-2 en la leucodistrofia MLC mitjangant I'utilitzacié de models

animals i cel-lulars. Aquest objectiu principal s’ha desenvolupat en quatre objectius concrets:

1. Caracteritzacié del model knock-out de ratoli per a I’estudi de la Leucoencefalopatia

Megalencefalica amb Quists subcorticals.

2. Caracteritzacio i estudi bioquimic del cervell d’un pacient amb MLC

3. Estudi de la relacioé fisiologica entre GlialCAM i CIC-2 mitjangant I'utilitzacié de

cultius primaris d’astrocits i d’oligodendrocits.

4. Estudi de les proteines zMLC1 i zGlialCAMa in vitro i en el model knock-out de peix

zebra
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En la present Tesi s’ha treballat amb diferents tipus de models animals i cel-lulars i s’ha
utilitzat una gran varietat de técniques. En aquesta part del treball s’explica la metodologia

de totes les tecniques realitzades per la doctoranda.

1. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

1.1 OBTENCIO DE BACTERIS ELECTROCOMPETENTS | TRANSFORMACIO DEL DNA

Per obtenir una quantitat suficient de DNA per a realitzar diferents experiments necessitem
poder-lo amplificar. Per aixd, partim d’'un DNA plasmidic purificat que conté l'insert d'interes i
un gen de resisténcia a un antibidtic. Aquest DNA purificat té capacitat autoreplicativa en
cel-lules bacterianes. Aquest procés s’anomena transformacié. Normalment s’utilitzen
soques bacterianes d’Escherichia coli. Quan s’han transformat els bacteris, es fan créixer en
plagues amb LB-agar que contenen l'antibidtic al que només presenten resisténcia els
bacteris que han incorporat el DNA plasmidic exogen. En aquesta tesi s’han utilitzat les
soques DH5a. i DB3.1.

1.1.1 Obtencié de bacteris electrocompetents d’alta eficiéncia

L’electroporacié és un meétode en que les soques d’E.coli sén transformades a unes

eficiéncies de I'orde de 10%10' transformant/ug.

* Materials i reactius

- Bacteris E.coli de la soca DH5a
- Medi LB
- Glicerol al 10% (v/v) en aigua i autoclavat. Utilitzar a 4°C

- Tubs de centrifuga de 500 ml auto clavats. Refredats a 4°C
* Metodologia
Aquest protocol s’ha de realitzar en una campana de flux laminar o sota 'accié de la flama

d’un bunsen per tal d’evitar contaminacions.

1. Es raspa el glicerol de bacteris DH5a i s’'inoculen en 5 ml de LB sense antibiodtic de

seleccid. S’incuba a 37°C en agitacio durant tota la nit (12-16 hores).

2. Es dilueix el precultiu 1:100 (v/v) en 500 ml de LB fresc i s'incuba a 37°C en agitacio fins
arribar a una D.O.g de 0,5-0,7, moment en que els bacteris es troben en fase logaritmica

de creixement.
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3. S’atura el creixement bacteria incubant el cultiu 20 minuts en gel. (A partir d’aqui, tots els

passos s’han de realitzar a 4°C).

4. Es transfereixen els bacteris als tubs de centrifuga de 500 ml (previament refredats) i es

centrifuguen a 4.000 g durant 15 minuts a 4°C.

5. S’elimina el sobrenedant per decantacié. Es molt important eliminar tot el sobrenedant,

encara que es perdi una petita part dels bacteris.

6. Es resuspen el pellet en 500 ml de glicerol 10% (préviament refredat) i es centrifuga

I’'homogenat a 4.000 g durant 15 minuts a 4°C. Seguidament es decanta el sobrenedant.

7. Es repeteix el procés efectuat en els passos 5 i 6 dues vegades, perd aquest cop es

resupen el pellet en un volum de 250 ml de glicerol 10%.
8. Després de decantar el sobrenedant, es resuspén el pellet en 2 ml de glicerol 10%.

9. Finalment, es fan aliquotes de 50 pl que s6n congelades en nitrogen liquid rapidament i

guardades a -80°C.

1.1.2 Transformacioé de bacteris
1.1.2.1 Métode d’electroporacio

Aquest métode de transformaci6 de bacteris es basa en aplicar una descarrega eléctrica per
tal de permeabilitzar la paret bacteriana generant porus, els quals permetran I'entrada de
DNA exogen. Es necessari que el DNA a transformar estigui lliure de sals per aconseguir

una bona eficiéncia.

* Materials i reactius

- Bacteris E.coli de la soca DH5a.

- Medi LB.

- Cubeta d’electroporacié de 0,1 cm (BioRad).
- Electroporador (BioRad Micropulser).

- Plaques de Petri preparades amb LB-agar i que continguin I'antibiotic al que presenti

resistencia el plasmid de DNA exogen.
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* Metodologia

1. S’afegeixen 0,5-1ul del DNA a transformar en una aliquota de 50 pl dels bacteris

electrocompetents atemperades. Cal mantenir-ho sempre en gel.

2. S’homogenitza la mostra i s’introdueix entre els dos electrodes d’'una cubeta

d’electroporacié refredada previament.

3. La cubeta s’introdueix en l'electroporador i se li aplica una descarrega eléctrica de 375 V
mitjancant el programa per bacteris de I'electroporador “Ec1”. L’aparell ens déna una valor
en milisegons (time constant) que indica el temps en qué la mostra ha estat sotmesa al xoc
eléctric. Com més gran sigui el valor del temps empleat, major quantitat de porus oberts hi
haura a la paret cel-lular, fet que ajuda a millorar I'entrada de DNA exogen al bacteri. Per

tant és un indicatiu de I'eficiéncia de transformacio.
4. Es recupera la mostra afegint 250 yl de LB sense antibidtic i es passa a un tub.

5. S’incuba la mostra a 37°C durant una 1h en agitaci6. D’aquesta manera deixem que el

gen de resisténcia a I'antobiodtic, que incorpora el plasmid, s’expressi.

6. Es sembren 150-200 ul de bacteris en una placa de Petri que conté LB-agar amb

I’antibiotic de selecci6.

7. S’asseca la placa uns minuts a temperatura ambient i s’'incuba, en posicié invertida, a
37°C tota la nit (12-16 hores). Cal fer sempre un control negatiu de transformacio, en el que

es sembren bacteris sense transformar amb DNA exogen.

8. Al seglient dia, es piquen diverses colonies de la placa on s’havien sembrat el bacteris
transformats amb el DNA exogen. Es fan pre-cultius amb uns 4 ml de LB juntament amb

I'antibiotic de selecci6é. En la placa del control negatiu no ha d’haver-hi crescut cap colonia.

9. Els pre-cultius s’incuben a 37°C i en agitacioé durant tota la nit (12-16 hores) per a poder

realitzar I'extraccié de DNA.

1.2 OBTENCIO | PURIFICACIO DE DNA PLASMIDIC

L’objectiu principal d’aquests processos és I'extraccié del DNA amplificat obtingut a partir del
procés de transformacié. Per tal d’aconseguir-ho, s’han utilitzat el equips comercials de
Qiagen (Qiagen Plasmid kit). A partir d’aquests processos es poden obtenir petites
quantitats de DNA plasmidic en el cas de les minipreparacions o grans quantitats de DNA en

el cas de les maxipreparacions. En aquesta Tesi només s’han realitzat minipreparacions.
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Aquests processos es basen en el mateix principi d’aillament: lisi alcalina del bacteris amb
una posterior unié del DNA a una reina d’intercanvi idnic. També cal eliminar les impureses
com son RNA, DNA cromosomic, proteines, etc. Aixo s’aconseguiex mitjangant una serie de
rentats de la resina amb una soluci6é de salinitat mitja que conté etanol. Per acabar, s’elueix

el DNA purificat amb aigua o amb un tamp6 de major salinitat.

1.2.1 Minipreparacions

L’'objectiu és extreure petites quantitats de DNA (0,3-0,6pg/pl) seguint les intruccions de

'equip comercial Qiagen Plasmid Mini Kit.

* Materials i reactius

- Pre-cultiu de 4 ml de medi LB (12-16 hores a 37°C i en agitacid) que conté I'antibidtic de

seleccio.

- Solucio6 de resuspenci6 (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNAsa A).
- Soluci6 de lisi (200 mM NaOH, SDS 1%).

- Solucio6 de neutralitzacié (2,55 M acetat de potassi, pH 4,8).

- Columnes d’intercanvi idnic (Qiagen).

- Soluci6 de rentat (200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 mM EDTA. (Aquesta solucié

es barreja 1:1 amb etanol absolut).

- Aigua Milli-Q o tampd6 d’elucié (TE) de salinitat alta.

* Metodologia

1. Es centrifuguen els 3-5 ml de precultiu a 4000 rpm durant 10 minuts a temperatura

ambient i es decanta el sobrenedant.

2. Es resuspeén el pellet amb 250 pl de tampd de resuspencid, que conté RNAsa i que es

manté a 4°C.

3. A aquest homogenat, s’hi afegeixen 250 pl de tampo de lisi i es barreja per inversio fins

que la solucié es torni de color blau.

4. S’afegeixen 350 ul de tampd de neutralitzacié i s’homogeneitza per inversié fins que la

solucio adquireixi una consisténcia densa de color blanc.

5. Es centrifuga ’'homogenat a 13.000 r.p.m durant 10 minuts a temperatura ambient.
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6. El sobrenedant es transfereix a un tub acoblat a una columna que conté una resina
d’intercanvi idnic, i es manté en contacte amb la reina durant 1 minut per obtenir una major

recuperacié de DNA.

7. Es centrifuga la columna durant 1 minut a 13.000 r.p.m, de forma que el sobrenedant
queda dipositat per gravetat en el fons del tub i el DNA queda acoblat a la resina. Es

desmunta la columna del tub i es descarta el sobrenedant.

8. Després de tornar a acoblar la columna al tub, s’afegeixen 750 ul de solucié de rentat
(amb etanol), i es repeteix el procés anterior. Posteriorment s’efectua una nova centrifugacio

sense afegir cap tamp6, amb la finalitat d’eliminar restes d’etanol que degradin el DNA.

9. Finalment, s’acobla la columna a un tub eppendorf nou i s’elueix el DNA, afegint 50 pl

d’'un tampé d’elucié de salinitat alta (TE) o aigua Milli-Q, i es deixa reposar durant 1 minut.

10. Es torna a centrifugar durant 1 minut a 13.000 r.p.m la columna, quedant dipositat el
DNA en el fons del nou eppendorf. En la majoria de casos, I'elucié s’ha realitzat amb aigua
Milli-Q, que ofereix una gran eficiéncia d’elucié i el DNA no queda en una solucié amb sals

que pot ser un inconvenient en futurs processos.

11. EI DNA extret es quantifica apartat (1.2.3) i es guarda a - 20°C.

1.2.2 Precipitacié del DNA

El procés de precipitacié del DNA s'utilitza tant per purificar el DNA com per concentrar-lo. A
la mostra de DNA s’hi afegeix 3 cops el seu volum, d’etanol al 95% o isopropanol (també s’hi
pot afegir una concentracié 1/10 d’acetat de sodi 3M). S’incuba durant 30 minuts a -80°C per
afavorir la precipitacié. Després es centrifuga a 13.300 r.p.m 30 minuts a 4°C. Es descarta el
sobrenedant amb molta cura per no perdre el pellet i s’efectuen 2-3 rentats amb etanol al
70%. Posteriorment es centrifuguen 5 minuts a 13.300 r.p.m a 4°C. Finalment es decanta el
sobrenedant i es deixa assecar el pellet. EI DNA es resuspén amb aigua Milli-Q i és

convenient deixar-lo a 4°C abans de quantificar-lo. Posteriorment es guarda a -20°C.

1.2.3 Quantificacié del DNA

Els acids nucleics tenen un pic d’absorbancia a una densitat optica de 260 nm, fet que
permet la seva quantificacié i validacié del grau de puresa. El DNA extret (0 RNA) es
quantifica mitjancant un espectrofotometre, a una densitat optica de 260 nm, realitzant un
perfil d’absorbancia entre 220 i 320 nm. EI DNA o RNA purificats presenten una corba tipica,

amb el seu maxim a 260 nm, punt que es mesura per extrapolar la concentracié de la
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mostra. La mostra de DNA (1-2 pl) es passa per I'espectrofotometre (NanoDrop), que déna
'absorbancia a 260 nm, la qual correspon a 50 ug/ml de DNA o 40 ug/ml de RNA i la

concentracié en pg/pl.
La férmula a aplicar es la segient:
C = ABS260 x 50 ug / 1000 pl x FD (per DNA)
C = ABS260 x 40 pg / 1000 pl x FD (per RNA)
on C és la concentraci6, ABS I'absorbancia i FD el factor de dilucié.

Es convenient utilitzar una mostra “blanc”, que contingui Gnicament el tampé on hi ha la

mostra, com a calibratge previ de la mesura.

1.2.4 Seqiienciaci6 del DNA

El darrer pas per verificar la construccié obtinguda és assegurar-se que la seqliéncia de
nucleodtids és la correcta. Per aixd, es procedeix a sequenciar la construccié. Existeixen
diversos sistemes comercials basats en el métode de Sanger (Sanger et al.,1977). El que
s’ha utilitzat en aquesta Tesi és el sistema BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit i

I'analitzador ABI3730 de la casa comercial Applied Biosystems.

* Materials i reactius

- Termociclador (Applied Biosystems).

- Sequienciador ABI3730.

- BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.

- Tamp6 de sequenciacié. 5X (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit).
- Construccié de DNA que conté el gen d’interés.

-Oligonucleodtid o primer corresponent a 1 pM. Consisteix en una seqiiéncia
d’oligonucledtids que es troba a certa distancia a 5° o 3’ del gen que es vol sequenciar. Es
recomanable efectuar varies reaccions de seqliéncia per un mateix gen, de manera que

s’obtinguin un minim de dues seqiiéncies per cada regio6 del gen.
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* Metodologia

1. En un tub de PCR es barregen 0,5-1 ug de DNA, 1 ul de BigDye, 1 ul de tampo6 de
sequenciacio, 3,2 yl de primer i aigua Milli-Q fins a un volum final de 10 pl. La BigDye és

I'dltim reactiu que s’afegeix.

2. Lareacci6 de PCR s’efectua en el termociclador amb les condicions seglients:

Desnaturalitzacio a 96°C: 10 segons
25 cicles

Hibridacié a 50°C: 5 segons

Elongaci6 a 60°C: 4 minuts

3. Finalitzada la reaccié de PCR, s’afegeixen 10 pl d’aigua Milli-Q i s’envia a seqlenciar als

Serveis Cientifico-Técnics del Parc Cientific de Barcelona.

1.3 CLONATGE DE DNA PLASMIDIC

Les diferents técniques de biologia molecular actuals permeten la manipulacié i la
modificacié de fragments de DNA amb relativa facilitat. Avui en dia, és relativament facil i
rapid dissenyar i construir vectors especifics per a una aplicacié o un assaig experimental
concret. Es poden construir o comprar una amplia gamma de vectors d’aplicacioé diversa:
vectors d’expressié proteica de bacteris o mamifers, vectors virics (lentivirus, adenovirus,
retrovirus), vectors per assajos d’interacci6 proteica (doble hibrid o d’assaig de
complementacié fluorescent), etc. En aquesta tesi s’ha utilitzat la técnica de clonacié
classica mitjangcant I's d’enzims de restriccid, la clonacié per recombinacié mitjancant el
sistema Gateway (Invitrogen) i la clonaci6 de mutants mitjangant la reacci6 de PCR

recombinant.

1.3.1 Reaccié de PCR

La reaccié en cadena de la polimerasa o de PCR (Polymerase Chain Reaction) és un
sistema in vitro que permet I'amplificacié selectiva de fragments de DNA de doble cadena de
manera exponencial, utilitzant una polimerasa termostable i oligonucleotids encebadors
(primers) especifics per al fragment de DNA a amplificar (Saiki et al., 1988). Consisteix en
cicles successius de desnaturalitzaci6é de la doble cadena del DNA, hibridacié de la cadena
senzilla amb els primers que posseeixen una seqliéncia complementaria a la que es pretén

amplificar i extensi6 de les cadenes d’oligonucleotids mitjangant una polimerasa termostable.
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A cada cicle, idealment, es dobla el nombre de copies del fragment de DNA, per tant, s’obté
una amplificacié exponencial a partir d’'un nombre inicial baix de copies. Cada fragment de
DNA a amplificar presenta unes caracteristiques diferents, igual que els primers i la
polimerasa. Per aquest motiu, és convenient optimitzar les condicions per cada fragment en

particular.

El correcte disseny dels oligonucleotids encebadors és un punt clau per obtenir una correcta
PCR. Per tant, existeixen una série de criteris que s’han de tenir en compte a I'hora de

dissenyar-los:

1) El nombre de A+T, ha de ser similar al nombre de C+G.

2) L’extrem 5’ ha de presentar una energia lliure de Gibbs molt negativa (per assegurar una
unié forta) i I'extrem 3’, menys negativa (per assegurar una uni6 especifica ja que la
desestabilitzacié provocada per un nucledtid no emparellat podria provocar la no unio del

primer).

3) Sempre que sigui possible, ha d’haver-hi una C o una G a I'extrem 3’, ja que la uni6 C-G

€s molt estable i ajudara a la polimerasa a iniciar el seu procés.

4) Es convenient evitar primers que puguin formar estructures internes estables a la
temperatura a la que s’hagin d'utilitzar (habitualment al voltant de 55°C), o que presentin
seqliencies complementaries que permetin la formacié de dimers, especialment si aquests
presenten una estructura tal que deixin extrems 5’ protuberants. A continuacié es mostra la
PCR optimitzada en el laboratori utilitzant la KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen):

Tampo6 Polimerasa (10X) 5 pl

dNTPs (2 mM cadascun) 5 pl

MgS0O4 (25 mM) 3 ul

Primer F (forward) (10 yM) 1.5 pl

Primer R (reverse) (10 uM) 1.5 pl

DNA motlle (100 ng/pl) 2 pl

DNA Polimerasa (KOD polimerasa 1 U/ul) 1 pl

Aigua Milli-Q 31 pl

Volum final: 50 pl
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La reaccié de PCR es fa en tubs de 0,2 o0 0,5 ml i s’incuba en un termociclador amb un
programa predeterminat. Quan es realitza una primera PCR cal optimitzar el procés, variant

els diferents parametres de la reaccié.

Les condicions optimes d’utilitzacié de la KOD Hot Start DNA polymerase en el laboratori

son les seglents:
Inici: 2 minuts a 95°C
Desnaturalitzacio: 30 segons a 95°C

Hibridacié: 30 segons a 45°C 25 cicles

Elongaci6: 1minut i 30 segons a 70°C
Elongacio final: 10 segons a 70°C
Finalment es deixa a 4-16°C

Els temps d’elongacié depenen de la longitud del fragment a amplificar (generalment 1 min
per 1 kb) i la temperatura d’hibridacié depén de la seqiiéncia de I'encebador, i es calcula en

°C, mitjangant la seglient formula:

Tm=[4(G+C)+2(A+T)]-4

En el cas que l'oligonucledtid no sigui totalment complementari al DNA, la temperatura

d’hibridacio es redueix, amb la finalitat de facilitar una unié no totalment especifica.

1.3.2 Reaccié de PCR recombinant o métode SOE (splicing by overlap extension)

Aquest tipus de PCR ens permet introduir mutacions puntuals al DNA, insercions i delecions

relativament llargues (Figura 20).

La tecnica consisteix en generar 2 fragments de PCR que contenen la mutacié. Aquests dos
fragments contenen una regié de solapament que és igual i que conté la mutaci6 d’interés,
aixo permet fer-los servir com a motlle per la seglient PCR de recombinacio, fent servir els
primers dels extrems 5’ i 3'. La mutacié que es vol generar s’introdueix a I'oligonucleotid, fet
que fa que la seqliencia no sigui totalment complementaria a la seqiéncia del DNA motlle.
Es per aixo que s’ha d’ajustar les condicions de la PCR. En aquest cas s’ha reduit el numero

de cicles a 25 per disminuir la probabilitat de generar mutacions i s’ha partit d’'una gran
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quantitat de DNA com a motlle. En algunes ocasions també s’ha fixat la temperatura

d’hibridaci6 a 55°C o s’ha afegit el 10% de DMSO per millorar les condicions d’hibridacio.

En dos tubs de PCR es duen a terme les dues PCRs parcials (PCR1 i PCR2) tal i com
s’explica a I'apartat 1.3.1. Posteriorment es valida la mida del fragment en un gel d’agarosa i
es purifica (apartats 1.3.3.2. i 1.3.3.3.). Les dues PCRs s’utilitzen com a motlle per la PCR

recombinant.

La PCR recombinant optimitzada en el laboratori amb la KOD Hot Start DNA polymerase és

la segient:

Tampéd Polimerasa (10X) 10 pl

dNTPs (2 mM cadascun) 10 pl

MgSO4 (25 mM) 6 pl

Primer F (forward) (10 uM) 3 pl

Primer R (reverse) (10 uM) 3 pl

PCR1 5 pl

PCR2 5 pl

DNA Polimerasa (KOD polimerasa 1 U/ul) 2 pl
Aigua Milli-Q 66 pl

Volum final 100 pl

El producte de la PCR recombinant es torna a verificar en un gel d’agarosa i es purifica la

banda correcta, obtenint el fragment de DNA amb la mutacio6.

Finalment es procedeix a clonar el fragment en el vector d’interés ja sigui pel métode classic

o pel sistema Gateway (Sigma).
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Figura 20. Esquema del métode de mutagénesi mitjancant PCR recombinant. Es realitzen 2 PCRs parcials

E
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(PCR1 i PCR 2) utilitzant els primers que contenen la mutacié obtenint aixi 2 fragments amb una zona de
solapament (en vermell) que és igual i conté la mutacié. A continuacio, els 2 fragments s’amplifiquen en una PCR
recombinant amb els primers dels extrems 5’ i 3’ obtenint el DNA amb la mutacié d’interés, que és clonat per

meétode classic o per métode Gateway (també es pot fer per digestio-lligacio).

1.3.3 Clonacio classica

El métode classic de clonacié permet introduir un gen dinterés (insert) en un vector
d’expressié determinat. Aixd s’aconsegueix mitjangant la digestié tant del vector com de
l'insert de manera que els seus extrems siguin compatibles i posteriorment es puguin lligar o

fusionar.

1.3.3.1 Digestié amb enzims de restricccio

El clonatge amb enzims de restriccid es basa en la caracteristica que tenen aquestes
endonucleases de tallar el DNA en dianes especifiques, generant extrems (cohesius o roms)
que poden ser relligats en el vector d’interés mitjangant un enzim de lligacié. La digesti6é del
DNA amb enzims de restriccié s’ha efectuat seguint les instruccions de la casa comercial
utilitzada (New England Biolabs). Pel que fa als enzims, s’han utilitzat de 1 a 10 U/ug de
DNA, i mai sense superar el 10% del volum final de la reacci6. Normalment les digestions
s’han efectuat a 37°C (a excepci6é d’alguns enzims que requerien temperaturas concretes),
durant 2-16 hores, depenent de I'eficieéncia de la reacci6 de digestio i de la quantitat de DNA.
Es poden efectuar digestions dobles en el cas que la compatibilitat dels dos enzims ho
permeti. Si no és aixi, cal efectuar primer una digestié, correr la mostra en un gel d’agarosa,

tallar la banda i purificar-la per realitzar la segona digestié posteriorment.
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1.3.3.2 Electroforesis de DNA en gel d’agarosa

Per validar la integritat d’'un DNA, la qualitat d’'una digestio i els fragments generats, aixi com
per a la purificacié de fragments d’interes, es realitza I'electroforesi en gels d’agarosa no
desnaturalitzants de manera que els fragments separats siguin de DNA de doble cadena. La
migracié d’aquests fragments és inversament proporcional al logaritme del seu pes
molecular. Juntament amb el DNA d’estudi es carreguen marcadors de pes molecular

conegut per tal d’identificar els diferents fragments de DNA.

* Materials i reactius

- Cubeta d’electroforesis.
- Font de corrent eléctrica.

- TAE 50X (Tamp6 Tris-acetat) (2M Tris-base, 1M acid acétic, 50 mM EDTA). Es guarda a

temperatura ambient i s’utilitza a 1X per a correr el gel.

- Tampé de carrega 5x (40 mM EDTA, 0,1% SDS, 30% Ficol 400, 0,2% blau de

bromofenol). Es guarda a -20°C i s’utilitza a 1X.

- Gel d’agarosa: La concentracié d’agarosa varia segons la mida de les bandes de DNA a
visualitzar, normalment es prepara l'agarosa a I'1-2% en tamp6é TAE 1X. Al gel s’hi

afegeix bromur d’etidi a una concentracié aproximada de 1 pg/ml.

- Marcadors de pes molecular.

* Metodologia

1. Les mostres de DNA es preparen amb el tampé de carrega a una concentracié final 1X. Si
es vol testar la correcta digestio d’'un fragment de DNA, es prepara entre 1-2 uyg de mostra
carregada i s’intenta que el volum final (DNA, tamp6 de carrega i aigua estéril) sigui de 10-
12 pl.

2. Es prepara el gel amb agarosa a I'1-2% amb TAE 1X i es fa bullir al microones fins que
'agarosa es dissolgui completament. Es deixa temperar i s’afegeix el bromur d’etidi. Es

barreja i es posa a la cubeta on préviament s’ha posat una pinta.

3. Quan ja ha polimeritzat el gel, es col-loca en la cubeta d’electroforesis, s’afegeix tampé
d’electroforesis (TAE 1X) fins que el gel quedi cobrit, s’extreu la pinta i es carreguen les

mostres juntament amb el marcador de pes molecular. La migracié es produira des del pol
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negatiu al positiu ja que el DNA té carrega negativa degut a la preséncia de grups fosfat. Es

sotmet el gel a un voltatge que varia entre 60 i 110 V, controlant el front de migracié.

4. Finalitzada la migracio, les bandes es visualitzen en un trans-il-luminador de Ilum

ultraviolada i se’n fa una fotografia.

1.3.3.3 Purificacié del DNA

Sovint es necessita purificar fragments de DNA digerits de plasmids o PCRs per tal
d’efectuar un clonatge. Per aixo, primer cal realitzar una electroforesis en gel d’agarosa, i a
continuacié aillar la banda d’interés per després purificar-la. Per aconseguir una bona
purificacié s’ha de carregar una gran quantitat de DNA en el gel (hormalment tota la digestioé

o tota la PCR), ja que una gran part del DNA es perd durant el procés de purificacio.

La mostra es deixa migrar suficientment de manera que la banda d’interés estigui prou
separada de la resta. Després es talla la banda amb un bisturi, sota la llum ultraviolada, a
baixa poténcia, de manera que es visualitzin els fragments de DNA, i es diposita en un tub

eppendorf per a ser purificada.

La purificacio del DNA es fa utilitzant el kit comercial High pure PCR product purification kit
(Roche), que es basa en I'accié d’'un agent caotropic que desnaturalitza proteines, dissol
'agarosa i promou la unié del DNA de doble cadena (en un rang 100 pb i 48 Kb) a una
matriu. El DNA unit a la matriu es renta, eliminant possibles contaminants, i s’elueix amb el

tampé que interessi.

* Materials i reactius

- Columnes acoblades a tubs de 2 ml.

- Tamp6 de captura ( 3M guanidina-tiocianat, 10mM Tris-Hcl, 5%etanol (v/v), pH 6,6)
- Tampo6 de rentat (20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5). Cal afegir-hi etanol.

- Aigua Milli-Q o tamp6 TE.

* Metodologia

1. S’afegeixen entre 400-500 pl de tampé de captura (en funci6 de la mida d’agarosa tallada)

i s’incuba a 60°C fins que es dissolgui completamente I'agarosa (10-15 minuts).

2. Es transfereix la mostra a una columna acoblada a un tub de 2 ml i s’incuba durant 1

minut a temperatura ambient.
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3. Es centrifuga a 13.000 r.p.m durant 1 minut a temperatura ambient i es retira el

sobrenedant.

4. S’afegeixen 500 ul de tampéd de rentat i es centrifuga novament a 13.000 r.p.m durant 1

minut.

5. S’efectua un altre rentat de la columna amb 250 pl del mateix tampé i es torna a

centrifugar a 13.000 r.p.m durant 1 minut.

6. S’elimina el sobrenedant i es transfereix la columna a un tub eppendorf de 1,5 ml. S’elueix

el DNA purificat amb 50 pl de tampé d’eluci6 o aigua Milli-Q.

1.3.3.4 Tractament del DNA amb fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina elimina els grups 5’-fosfat del vector de DNA digerit. D’aquesta manera
el vector no es pot relligar augmentant I'eficiencia de lligaci6 amb I'insert, que té els seus
propis grups 5’-fosfat lliures. S’ha utilitzat la fosfatasa alcalina de la casa comercial Roche.
S’afegeixen 2 pl de fosfatasa alcalina a un volum total de 50 pl de vector digerit (barreja de
vector digerit, enzims de restriccié i tampd de digestid) i s'incuba la mostra durant 30 minuts
a 37°C. Seguidament es du a terme una electroforesis i una purificacié del vector digerit i de

I'insert de la mateixa manera que s’explica als apartats anteriors.

1.3.3.5 Lligacié

El procés de lligacio és el procés pel qual el vector (digerit, purificat i defosforilat) i I'insert
s’uneixen. La reacci6 de lligacio esta catalitzada per I'enzim T4-DNA lligasa que catalitza la
formacio d’un enllag fosfodiéster entre I'extrem &’ fosfat i el 3’ hidroxil en un DNA de doble
cadena. Aquesta reacci6 finalment es transforma en bacteris competents i s’han d’efectuar

els seguents controls:

- Control negatiu de lligacié: Transformacié del vector digerit sense insert.

- Control positiu de transformacié: Transformacié d’una construcci6 de DNA coneguda que

funciona bé.

- Control negatiu de transformacié: Es plaquegen bacteris no transformats. Una lligacié ha

funcionat bé quan creixen moltes més colonies en la lligacié problema que en el control
negatiu de lligacio, i cap en el control negatiu de transformacié. L’éxit d’'una lligacié depén de
diversos factors que s’han de tenir en compte, com ara la qualitat i la quantitat del DNA

utilitzat, la forma dels extrems que han generat els enzims de restriccid6 (millor extrems
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cohesius que roms), la relacié molar entre el vector i I'insert, el grau de fosforilaci6 del vector

i el métode de transformacio.

Normalment, el procés de lligaci6 s’efectua en un volum final de 10 pl. La relacio
insert:vector que s’utilitza és una relaci6 molar 1:7. La reaccié es deixa incubar a 4-16°C
durant 16 hores. La lligaci6é es transforma en bacteris electrocompetents i es comprova per

digestio i sequenciacio.

1.3.4 Clonacié mitjangant el sistema Gateway (Invitrogen)

El sistema Gateway d’Invitrogen és un meétode de clonatge basat amb el sistema de
recombinacioé de lloc especific del fag lambda. Aquest sistema proporciona una manera més
rapida i eficient de transferir una seqiiencia de DNA a diferents vectors comparada amb el
sistema classic de clonatge mitjangant enzims de restriccid, degut a que evita els passos de
digestié, purificacio i lligacid optimitzant el temps de clonatge. El sistema permet la
transferencia d’'un insert d’'un vector a un altre mitjangant la utilitzacié d’'un vector d’entrada,
anomenat Entry Clone, capag de recombinar amb tota una gamma de vectors desti, ja siguin
d’expressié bacteriana, de mamifer, lentivirals, adenovirals, etc., com es representa de

forma esquematica en la Figura 21.

Fragments de DNA obtinguts a partir de

Productes de restriccio i lligacio

PCR Figura 21. Sistema de recombinaci6
Llibreries de cDNA

Gateway. Aquest és un sistema de clonacio
rapid i senzill amb el que un insert d’interés
pot ser clonat per recombinacié a qualsevol
vector d’expressié a partir d’'una construccio

art att att att . o
intermediaria (entry clone).

art att artt artt att art

Baculovirus

gen

art att art art

attB x attP <e— attl x attR
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1.3.4.1 Clonatge mitjangant el sistema Gateway simple

El sistema Gateway esta basat en el cicle bioldgic del fag lambda (Landy, 1989) i en el seu
sistema de recombinaci6é en E.coli. En el fag lambda la seqiiéncia de recombinaci6 és attP

(243 pb), mentre que en E.coli és attB (25 pb). La reaccié d’integracié consisteix en la

recombinaci6 attB x attP, mitjangant proteines integrasa (Int) del fag i el factor d’integracié
de l'hoste (Host Integration Factor, HIF). El resultat d’aquesta reaccié sé6n dues noves
seqliencies de recombinacid, attL i attR, flanquejant el profag recombinat, sense la perdua
de sequéncia de DNA. La reacci6 pot donar-se de forma inversa durant el procés d’escissio6.
Quan afttL i attR recombinen (reaccié efectuada pel HIF i la proteina fagica Escisionasa
(Xis)), el A-DNA s’escindeix del genoma de E.coli, regenerant les seqiiéncies attB (en E.coli)

i attP (en el fag).

Aquesta reacci6 és especifica i bidireccional: attB x attP < attL x attR

Seguint el protocol del proveidor (Invitrogen), el primer pas és dissenyar els primers que
permetin introduir les seqiiencies attB1 i attB2 als extrems del fragment de DNA d’interés
mitjancant una reaccié de PCR. Una vegada s’aconsegueix flanquejar el fragment amb les
seqléncies atts, s’efectua la reaccié de recombinacié entre el fragment de PCR i un vector
donador. Aquest vector donador (en el nostre cas pDONR221) conté les seqliéncies aftP1 i
attP2 i s'utilitza per clonar el producte de PCR que conté el gen d’interes, flanquejat per attB,
i generar els clons d’entrada o Entry Clones. EIl pDONR conté el gen de resisténcia a
kanamicina i el gen de seleccié negativa ccdB, el qual interfereix amb la DNA girasa de
E.coli inhibint el creixement de la majoria de soques de E.coli (Bernard and Couturier,
1992).

Un Entry Clone (pENTR-gen d’interés), generat pel procés de recombinacié entre el
fragment de PCR i el vector donador (attB x attP), és un vector resistent a kanamicina, on el
gen d’interes (flanquejat per seqiiencies attL1 i attL2) ha eliminat el gen ccdB. Un cop
obtingut el clon d’entrada, podem clonar el nostre insert a qualsevol vector desti (pDEST),
que presenta resisténcia a ampicil-lina, conté el gen ccdB i presenta les sequéncies de

recombinacio attR1 i attR2.

La recombinacié entre el pENTR i el pDEST (attL x attR) t¢ com a resultat el vector
d’expressio desitjat, que conté el nostre gen d’interés flanquejat per unes seqiiéncies de

recombinacio attB1 i aftB2 i presenta resisténcia a ampicil-lina.
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1.3.4.2 Reacci6 attB x attP. Construccio de clons d’entrada (Entry Clones)

El primer pas per la construccié d’un Entry Clone consisteix en dissenyar les seqiiéncies
attB que flanquejaran el gen d’interés. Les seqlUéncies dels primers utilitzats han sigut les

segulents:

atfB1 (forward): 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACC-(GEN)-3

attB1 Kozak
attB2 (reverse): 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT TAG-(GEN)-3'
attd2 stop

Les quatre guanines (G) afegides a I'extrem 5’ de cada oligonucledtid augmenten I'eficiéncia
de la recombinasa. S’introdueix la seqiiéncia affB1 i abans d’introduir el gen d’interes,
s’afegeix la seqléncia Kozak (ACC) abans del codd d’inici del gen (ATG) facilitant el
reconeixement de la seqiiéncia d’iniciacié (AUG) durant el procés de traduccié. Seguidament
s’afegeixen entre 18 i 25 pb del gen d’interés. A la seqiiéncia attB2 s’afegeix un codé
d’aturada de la traduccié del gen d’interés (stop). La reaccié de recombinacié entre el gen
d’interés flanquejat per attBs i el pDONR (flanquejat per attPs) es du a terme mitjangant
'enzim recombinasa BP clonasa Il, obtenint I'Entry Clone (attL1 i attL2). En un tub

eppendorf de 1,5 ml, es preparen els segiients reactius (reacci6é optimitzada):

Producte de PCR-attB (20-50 fmols) 3l
pDONR (150ng/ul) 1ul
BP clonase I Tl

La reacci6 s’'incuba a 25°C entre 2-12 hores i s’atura afegint 0,5 ul de soluci6é de proteinasa
K a 37°C durant 10 minuts. Finalment, es transforma 0,5-1 ul de la reacci6é en bacteris DH5a
per electroporacié i es plaquegen els transformants en plaques de LB-agar que contenen 50

pg/ml de kanamicina. Un cop extret el DNA, aquest es comprova per digestio i seqiiénciacio.

1.3.4.3 Reaccio attL x attR. Construccioé de vectors d’expressio

La recombinacié entre un Entry Clone, que conté les seqiéncies attlL, i el vector desti, amb
sequéncies attR, es fa mitjangant la LR clonasa Il. En un tub eppendorf de 1,5 ml es

preparen els seglents reactius:
Vector Desti 150 ng

Entry clone 150 ng
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Aigua Milli-Q fins a 5 pl de volum final

LR clonasa ll 1l

La reacci6 s’incuba a 25°C entre 2-16 hores i s’atura afegint 0,5 yl de proteinasa K durant 10
minuts a 37°C. Finalment, es transforma 0,5-1 pl de la reaccié en bacteris DH5a per
electroporaci6 d’igual forma que amb els Entry Clones. Es plaquegen els transformants en
plagues de LB-agar que contenen ampicil-lina a 100 pg/ml. Els vectors resultants son

comprovats per digestio i seqlienciacio.

1.3.4.4 Clonatge mitjangant el sistema Gateway Multisite de dos fragments

El sistema Gateway permet construir vectors d’expressié de manera rapida i eficient a partir
de 2, 3 o 4 fragments de DNA gracies al sistema Multisite. Aquesta tecnologia utilitza la
recombinaci6 especifica de lloc per clonar simultaniament varis fragments de DNA en l'ordre
i orientacio correctes. S'utilitza I'equip comercial MultiSite Gateway® Pro 2.0 Kit for 2-
fragment recombination (Invitrogen). La diferéncia entre el sistema Multisite i el simple es
troba en les seqiiéncies atts. Si es vol clonar dos fragments, en un dels fragments de DNA
s’introdueix, per PCR, les seqliéncies attB1 i attB5r i en 'altre fragment les seqliéncies attB5
i attB2. Aquests dos fragments de DNA es clonen en els seus vectors donadors pDONR221
P1-P5r i pDONR221 P5-P2 respectivament, per generar dos Entry Clones els quals es
podran recombinar amb el vector desti d’interés (mitjangant I'enzim LR clonasa Il plus)

generant el vector d’expressié desitjat (Figura 22).

Els primers utilitzats en aquest sistema soén:

attB1 (forward): 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACC-(GEN)-3'

attB1 Kozak
aftB5R (reverse): 5-GGGGACAACTTTTGTATACAAAGTTGT-(GEN)-3'
attB5R
attB5 (forward). 5-GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGNN-(GEN)-3'
attB5

attB2 (reverse). 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT TAG-(GEN)-3'
attB2 stop




Materials i métodes

PCR fragments a1 B By B2
X gl =% B "
B atPSe sl F ]
POONRVectors C_ooomanmide D C__ ooz i _
“--\__‘______-______'___."_
BP reaction
- M M
— — — -

LR Reaction

(m—'@

~ Expression Clone o
i, T G

85

Figura 22. Esquema del sistema de clonacié Gateway Multisite. . Es pretén clonar el fragment 1 (F1)i el

fragment 2 (F2). Mitjancant PCRs es flanquegen els fragments amb els diferents attBs, que poden ser

recombinats amb els vectors donadors (pDONR) corresponents, per la reaccié de la BP clonasa Il i aixi obtenir

els respectius Entry Clones. Aquests, es poden recombinar entre ells i amb el vector desti (pDEST) mitjancant la

reacci6 de la LR clonasa Il plus. Aixi s’obté un vector d’expressio amb els dos fragments d’interés en l'ordre i la

direccio6 correctes.

S’ha de tenir en compte que si es volen clonar 2 fragments de DNA, i aquests son 2

proteines, cal treure el codd stop en el primer fragment qua s’introdueixen les seqiéncies

attBs per PCR, ja que si no és aixi, I'expressié es quedaria aturada i només s’expressaria

una de les dues proteines.

La reacci6é de LR s’ha optimitzat per les seglents relacions:

Vector Desti 20 fmols
Entry clone 1 10 fmols
Entry clone 2 10 fmols

TE o aigua MilliQ

LR clonasa plus

5 ul (volum final)

1Tul
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On els fmols de DNA es converteixen en ng utilitzant la férmula:

ng = (x fmols) (N) (660 fg / fmols) (1 ng / 10° fg)

on x és el numero de fmols i N la mida del DNA en parells de bases (pb). La reacci6 s’incuba
a 25°C tota la nit i s’atura afegint 0,5 ul de proteinasa K, a 37°C durant 10 minuts. Finalment,

es transforma 0,5-1 pl de la reacci6 en bacteris DH5a com en el sistema simple.

1.3.4.5. Utilitzacio del software Vector NTI per la construccio virtual de clons.

S’ha utilitzat el programa Vector NTI Advance, proporcionat per Invitrogen, pel disseny
virtual de clons mitjangant el sistema Gateway. Aquest programa ofereix la possibilitat
d’efectuar disseny de mapes, d’oligonucleotids que contenen les seqiiéncies att, integrar
virtualment fins a 4 inserts en un vector, guardar en una base de dades tots els mapes

elaborats, predir restriccions, etc.

1.4 OBTENCIO DE RNA MISSATGER | RT-qPCR
1.4.1 Obtencié de RNA missatger a partir de teixit i de cultius cel-lulars

Per la correcta manipulacié del RNA és necessari recorrer a tractaments especials, ja que es
una molécula facilment degradable. Tant la manipulacié com les solucions que s’utilitzen han
d’estar lliures de la preséncia de RNAses. Per aix0, és cal seguir algunes mesures quan s’hi

treballa:

1. La manipulacié ha d’efectuar-se amb guants, ja que les mans sén una font molt important
de RNAses.

2. El material de vidre ha d’estar tractat a 200°C durant un temps minim de 4 hores.

3. El material de plastic utilitzat ha d’autoclavar-se durant 20 minuts a 1 atmosfera de pressié

i ha de ser manipulat sempre amb guants.
4. Els stocks dels reactius utilitzats han de ser lliures de RNAses.

5. Cal pesar els reactius directament sobre recipients lliures de RNAses. En cas que el
reactiu sigui susceptible a ser autoclavat, ha de ser diluit en aigua Milli-Q i posteriorment
autoclavat , el qual fara eliminar les RNAses. En cas que la mostra no es pugui autoclavar,

s’ha de tractar amb aigua DEPC.

6. Les electroforesis s’han d’efectuar en cubetes préviament tractades amb etanol i

reservades exclusivament per experiments amb RNA.
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En el present treball, 'obtencié de RNA missatger s’ha fet a partir de teixit de ratoli knock-out
i de cultiu primaris d’astrocits. S’ha utilitzat el kit Total RNA and protein purification from
cultered cells and tissue (Macherey-Nagel) segons el protocol del fabricant. S’obté entre 2i 3
ug de RNA que s'utilitza per a fer RT-PCR. Excepte la preparacié del cultiu i els primers
passos del protocol d’homogeneitzacié de la mostra i lisi cel-lular, el procés d’obtenci6 del
RNA missatger i els experiments de RT-PCR s’han fet en col-laboracié amb el Dr. Miguel
Lépez de Heredia (IDIBELL).

1.4.2 PCR transcripcio inversa i PCR quantitativa (RT-qPCR)

La técnica de RT-gPCR és una combinacié de dues técniques que permet amplificar i
quantificar simultaniament el RNA missatger. Les técniques soén: (1) la transcripcié inversa
del RNA de cadena simple per obtenir el DNA complementari (cDNA), mitjangant una
transcriptasa inversa, el qual és amplificat per PCR; i (2) la PCR quantitativa o real time-
PCR, la qual permet quantificar el cDNA en temps real utilitzant marcadors fluorescents que
s.intercalen amb el DNA, o sondes especifiques per detectar un cDNA en concret
(VanGuilder et al., 2008). EIl mRNA extret (0,8-1 pg), es transcriu inversament mitjancant el
kit Transcriptor First Strand RNA (Roche), seguint les instruccions del fabricant a 50°C
durant 30 min amb encebadors hexamers a l.’atzar. La qPCR es realitza utilitzant el kit
Lightcycler 480 probes master (Roche) seguint les instruccions del fabricant, amb un volum
final de 10 pl, utilitzant la tecnologia UPL (universal probelibrary, Roche). Aquesta técnica
combina els assajos amb SYBR Green | amb l.’especificitat dels assajos amb sondes
especifiques. Com a encebadors es van utilitzar els oligonucledtids i les sondes indicats a

continuacié, dissenyats a través de la pagina http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/

primer3plus.cgi.

Gen RNA de Oligo F Oligo F seqiiéncia Oligo R Oligo R seqiiéncia | Numero Mida de
referéncia de I’amplicon
sonda
(UPL)
MLC1 | NM_133241.2 | VNO#1072 | cctgaatccttcagccataaac | VNO#1073 | catgaggagctccaacagc | 15 67

MLC1 | NM_133241.2 | VNO#1124 | tcccctccgagatggattat VNO#1125 | ctccctacagcgaagcetca | 40 79
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La PCR es va fer en el termociclador LightCycler 480 en plaques

seguent programa:

Desnaturalitzacio: 1 cicle

Amplificacio6: 55 cicles

Anellament 1 cicle

Refrigeraci6: 1 cicle

Cada subprograma constava dels segiients passos:

88

de 384 pous seguint el

Desnaturalizacio

Temperatura (°C) | Temps (mm:ss) | Rampa de temperatura (°C/s) Tipus Numero d'adquisicions per grau
d'adquisicions (adquisicions/®C)

95 10:00 48

Amplificacio

Temperatura (°C) Tiempo (mm:ss) | Rampa de temperatura (°C/s) Tipus Numero d'adquisicions per grau
d'adquisicions (adquisicions/®C)

95 00:10 48

60 00:30 25

72 00:01 438 Unica

Separacio

Temperatura (°C) Tiempo (mm:ss) | Rampa de temperatura (°C/s) Tipus Numero d'adquisicions per grau
d’adquisicions (adquisicions/®C)

95 00:10 48

50 00:30 25

70 0.6 Continua 5

Refrigeracio

Temperatura (°C) Tiempo (mm:ss) | Rampa de temperatura (°C/s) Tipus Numero d'adquisicions per grau
d'adquisicions (adquisicions/®C)

40 00:30 25

L’expressié dels gens es normalitza per l'actina (ACTB) utilitzant corbes d’eficiéncia

especifiques per cadascun d’ells, tant en les reaccions simples com en les multiples. Les

dades obtingudes de la qPCR es tracten amb el software Light Cycler 488 SW 1.5 de Roche

posteriorment es corregeixen els valors RIN utilitzant algoritmes.
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2. TECNIQUES DE BIOLOGIA DE PROTEINES

2.1 OBTENCIO DE LA PROTEINA TOTAL
2.1.1 Obtencio6 de la proteina total a partir de cél-lules i de teixit.

Per tal de poder realitzar un correcte analisis, de les proteines d’interés, en alguns dels
experiments d’aquesta tesi s’han hagut d’obtenir proteina i posteriorment quantificar-la

degudament.

e Materials i reactius

- PBS 1X

- Tamp6 de lisi : PBS 1X, 1%Tritd6 X-100, inhibidors de proteases (Aprotinina i PMSF a
1mM, Leupeptina i Pepstatina a 2uM) i NaCl 150mM.

* Metodologia

La solubilitzacié de proteines pot fer-se en condicions desnaturalitzants, amb detergents
ionics, com per exemple el SDS, que trenquen unions covalents, o bé poden fer-se en

condicions no _desnaturalitzants, amb detergents no idnics com el Trité X-100, Tween-20,

digitonina, etc., que s6n capacos de mantenir diferents unions no covalents.

La solubilitzacié d’extractes cel-lulars es fa en fred per evitar la desnaturalitzacié de les

proteines. Es pot fer directament a la placa de cultiu o en un pellet cel-lular.

Solubilitzacié en placa de cultiu

1. Es renten les cél-lules 2 cops amb PBS 1X per eliminar I'excés del medi de cultiu i s’hi
afegeixi a sobre el tamp6 de lisi (a 4°C, en gel). El volum de tampé de lisi utilitzat varia en
funcié del numero de cél-lules que hi ha, el qual depén de la superficie o del diametre de la
placa de cultiu on han sigut cultivades. Aixi, les cél-lules procedents d’'una placa de 100 mm
de diametre son lisades amb 0,8-1 ml de tampé de lisi. En canvi, cél-lules cultivades en un
pou d’'una placa multipou de 6 pous sén lisades amb 100-120 ul de tamp6. Es raspa les
cél-lules mitjangant un raspador. Es resuspenen bé amb I'ajut d’'una pipeta i es transfereixen

a un tub eppendorf.
2. S’incuba la mostra durant 1 hora a 4°C en agitacio orbital.

3. Es centrifuga el lisat a 13.000 r.p.m durant 10 minuts a 4°C i es recull el sobrenedant, el

qual correspon a la fraccié de proteina soluble.
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4. Es valora la concentraci6 de proteina (apartat 2.1.2.).

Solubilitzacié en pellet cel-lular

1. Es retira el medi de cultiu de les cél-lules de cada placa de cultiu i es renten amb PBS 1X.

El volum de PBS 1X depent del tipus de placa utilitzada.

2. Amb un raspador esteril, es desenganxen les cél-lules immerses en el PBS 1X i es

passen a un tub falcon de 15 ml.

3. Es centrifuga el tub a 2500 rpm durant 5 minuts a 4°C i s’aspira el sobrenedant per
qguedar-se amb un pellet cel-lular. Aquest pellet pot ser congelat i guardat a -20°C per ser
processat en un altre moment o bé, pot lisar-se amb tampé de lisi per procedir amb la

solubilitzacié de la mateixa manera que s’ha explicat anteriorment.

La solubilitzacié de teixit es fa de manera similar. Les mostres tissulars es conserven a -
80°C i s’han de processar utilitzant neu carbonica. Es talla un fragment del teixit amb un
bisturi i es posa en tamp6 de lisi amb un volum aproximat de 3 vegades el del teixit (a 4°C).
S’homogeneitza mitjangant un homogenitzador, i es resuspén bé utilitzant les diferents
puntes de pipetes, aconseguint que quedi tot 'lhomogenat sense agregats i amb el minim de
bombolles possible. Un cop s’obté 'homogenat es procedeix a la solubilitzacié seguint el

protocol anterior.

2.1.2 Obtencioé d’extracte de membrana total a partir de teixits

Aquest treball esta centrat principalment en 3 proteines de memebrana: MLC1, GlialCAM i
CIC-2. S'utilitzen les mostres de teixit nervids, principalment cervell i cerebel de ratoli i
diferents regions de cervell huma, per extreure les membranes totals i aixi enriquir la fraccié

d’aquestes proteines de membrana.

e Materials i reactius

- Tampo6 d’homogeneitzacio: PBS 1X, Hepes 25 mM, EDTA 4 mM, Sacarosa 250 mM, pH
7.4.

- Inhibidors de proteases (Aprotinina i PMSF a 1mM, Leupeptina i Pepstatina a 2 uM).
- Politro.

- Teixit 0.5-1 g.
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- Tubs d’ultracentrifuga, rotor i ultracentrifuga.

e Materials i reactius

1. Es prepara el tamp6 d’homogeneitzacio i s’hi afegeixen els inhibidors de proteases (tot a
4°C)

2. S’introdueix un fragment de teixit en un tub d’assaig de 15 ml, i a continuacié s’hi afegeix
tamp6 de homogeneitzacio fred (el volum dependra de com sigui de gran el teixit, per 1g de

teixit es posa 8 ml de tampo).

3. Es procedeix a homogeneitzar el teixit amb el politr6. Es fan 3 intervals de 10-15 segons a

maxima poténcia i cal mantenir-ho sempre en gel.
4. Es centrifuga 'homogenat a 4.000 g durant 10min a 4 °C.

5. A continuacié, es recull el sobrenedant i es diposita en un tub eppendorf de 2 ml. Es

centrifuga a 100.000 g durant 120 min a 4 °C (s’utilitza el rotor 70Ti de Beckman Coulter).

6. Es descarta tot el sobrenedant amb cura, i es resuspen el pellet amb 100-500 ul d tampé
d’homogeneitzacié amb inhibidors, primer amb pipeta i després amb una xeringa d’insulina
fins que I'homogeneitzacié de la mostra sigui total. Cal fer-ho poc a poc i amb molt de

compte ja que el pellet queda molt enganxat a les parets del tub.

7. Finalment, es valora la concentracioé proteica pel métode Bradford, es fan aliquotes i es

congela a-80 °C .

2.1.3 Determinacié de la concentracio proteica

Després de l'extracci6 o la purificaci6 de proteines és necessari coneixer la seva
concentracid, no només per avaluar el rendiment de I'extraccid, siné també per establir un
correcte analisi dels experiments efectuats amb aquestes proteines. Els métodes de
valoracié de la concentracié de proteines utilitzats ens aquest treball han estat el métode
Bradford i el métode de BCA.

1) Métode de Bradford.

Aquest métode es basa en la propietat del colorant Coomassie blau brillant G-250 d’unir-se
a proteines, desplagant el seu maxim d’absorci6é de 465 a 595 nm. L’absorci6é de la mostra a
595 nm serveix com a magnitud de mesura per la concentracié de proteines. El colorant
posseeix afinitat amb els aminoacids basics i aromatics. Aquest métode és incompatible

amb mostres que continguin detergents, ja que pot donar valors erronis.
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e Materials i reactius

- Placa ELISA 96 pous
- Lector ELISA (Bioteck)

- Reactiu Bradford. Solucié comercial BioRad Protein Assay (Coomassie blau brillant G-

250, acid fosforic i metanol), diluida 1/5 en aigua destil-lada filtrada.

- Soluci6é de BSA (albumina bovina) a 2mg/ml en aigua Milli-Q.

* Metodologia

1. Es prepara la quantitat necessaria de reactiu Bradford (diluit 1/5 en aigua destil-lada),
tenint en compte que es necessiten 200 ul per cada pou i que per cada punt, tant de la patrd

com de cada mostra, s’han de realitzar duplicats.

2. En els primers pous de la placa ELISA, es preparen els punts necessaris per fer la recta
patré (2 répliques per punt). La recta patré s’ha efectuat amb 0, 0,5, 1, 2 i 5 mg de proteina
(BSA) en un volum final de 10 pl. En els seglients pous, es preparen 2 répliques d’entre 1i 5

pl de cada mostra en un volum final de 10 pl.

3. S’afegeixen 200 ul de reactiu Bradford diluit. Posteriorment, s’agita la placa i es mesura

en un lector d’ELISA a una absorbancia de 595 nm.

2) Métode de BCA

Es convenient valorar les mostres solubilitzades amb detergent pel métode de I'acid
bicinconinic (BCA) (Protein Assay Reagent, 23225), el qual s’ha realitzat seguint les
especificacions del fabricant (Pierce). Aquest métode es basa en la propietat que tenen els
enllagos peptidics en solucio alcalina de reduir el Cu?. Els ions Cu* produits s’uneixen a
dues molécules de BCA produint un canvi en l'estructura electronica de la molécula, fet que
provoca que absorbeixi llum a 562 nm formant un compost de color porpra. En les
condicions de la reaccid, I'absorcié del compost és proporcional a la concentracié de
proteina present. No sén compatibles amb aquest metode mostres que continguin més de
100 mM de EDTA, 1 mM DTT o 20% de NH3SO,.

e Materials i reactius

- Placa ELISA de 96 pous

- Lector ELISA (Biotek)
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- Solucié comercial (Pierce): Reactiu A (BCA, en condicions alcalines) i Reactiu B (4% de
sulfat de coure). La barreja s’efectua a una ratio de 50 ml de reactiu A per cada ml de

reactiu B.

- Solucié stock d’albumina bovina (BSA) a 2 mg/ml en tampé fosfat (Na;HPO4 50 mM,

NaH,PO, 50 mM) pH 7,4, conservada a temperatura ambient.

* Metodologia

El metode es realitza de manera similar al métode de Bradford. Es fa la recta patrdé per
duplicat (0, 0,5, 1, 2 i 5 mg) igual que les mostres i es porta a volum final de 10 yl amb aigua
Milli-Q. S’afegeixen 200 pl per pou del reactiu de BCA comercial (Pierce). En aquest cas,
s’ha de deixar reaccionar el reactiu amb les mostres durant 15-20 min a 37°C. Finalment, es

procedeix a la lectura mitjangant el lector d’ELISA a 595 nm.

2.2 ASSAIG DE WESTERN-BLOT (WB)

El Western-Blot és una tecnica ampliament utilitzada en biologia molecular, ja que permet
detectar de manera especifica proteines a partir de mostres bioldogiques. Aquesta técnica
aporta informacié sobre la mida de les proteines, aixi com de moltes caracteristiques
bioquimiques (oligomeritzaci6, fosforilacié, glicosilacio i altres caracteristiques que influeixen

en la migraci6 electroforética).

El procés es realitza seguint diferents etapes:

1. Electroforesi SDS-PAGE.
2. Transferencia.

3. Immunodeteccib.

1) Electroforesi SDS-PAGE

L’electroforesi en gels desnaturalitzadors d’acrilamida-SDS és un sistema classic que
s’utilitza per separar proteines en funcié del seu pes molecular. EI métode es basa en qué
les proteines contingudes en una solucié de SDS (detergent anidnic) sén capaces de migrar
sota un camp eléctric. L'SDS déna a les proteines carrega negativa, mantenint la relacié
carrega/massa, que permet la seva separaci6 en migrar sobre una malla de polimer

(acrilamida/ bisacrilamida) en aplicar un camp eléctric.

El gel de poliacrilamida consta de dues parts: un gel concentrador (stacking) que permet

alinear les proteines préviament a la separacio6 electroforética, i un gel separador (running).
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La concentracié d’acrilamida/bisacrilamida del gel separador varia segons el pes de la
proteina a detectar, Aixi, la separacié de proteines amb un pes molecular menor sera més

eficient en gels més concentrats i viceversa.

Juntament amb la mostra problema, es fan migrar estandards de pes molecular conegut i

pretenyits com a marcadors per coneixer la mida de la proteina problema.

e Materials i reactius

- Extractes de proteina total o de membrana a partir de cél-lules o teixit en un tampé de

carrega.

- Sistema de Western-Blot Mini-Protean (BioRad).

- Font de corrent eléctrica.

- Tamp6 d’electroforesi 10X (Tris base 250 mM; glicina 1,92 M; SDS 1%). S'utilitza a 1X.

- Tampé de carrega de les mostres LSB 4X (Per 40 ml: 8 ml Tris-HCI 2 M, pH 6,8; 32 ml
glicerol; 3,2 g SDS; 160 pl de blau de bromofenol). S'utilitza a 1X.

- Solucié gel separador (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% SDS).

- Solucié gel concentrador (0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 0,1% SDS).
- Acrilamida/Bisacrilamida 40% (37,5:1) (BioRad).

- APS (Persulfat d’amoni 10% en aigua).

- TEMED.

- Estandards de pes molecular pretenyits (BioRad o Fermentas).

* Metodologia

1. Preparacié de les mostres. En un tub eppendorf es prepara la quantitat de proteina

desitjada (entre 1 i 100 pg per mostra), a la que s’afegeix el tamp6 de carrega LSB perqué
quedi una concentracié final de 1X. Les mostres s’escalfen en un termoagitador i la
temperatura dependra del tipus de proteina a detectar. Per proteines de membrana, les
mostres es processen a 60°C durant 2-5 minuts per evitar que es formin agregats. En canvi,
per proteines citosoliques, les mostres es processen a 95°C durant 5 minuts. Es fa un spin a

les mostres i ja es poden carregar en el sistema d’electroforesi.
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2. Polimeritzacié del gel. Préviament al muntatge del sistema d’electroforesi, es neteja amb

etanol totes les peces que estan en contacte amb les proteines. El sistema es munta segons
les indicacions del fabricant (BioRad). L'APS i el TEMED so6n els ultims reactius que
s’afegeixen a la soluci6 dels gels. En la segilent taula es mostren les relacions dels diferents

reactius pels diferents percentatges dels gels d’acrilamida.

SEPARADOR CONCENTRADOR
(2gels1,5mm,20ml) | 7,5% 10% 12% 15% | (2 gels 1,5 mm, 20 ml) 4%
Acrilamida 40% 3.8 ml S5ml 6 ml 7.5ml | Acrilamida 40% 1ml
Sol. separacio 52ml | 52ml | 52ml | 52ml | Sol.concentracio 25ml
Aigua m [ 98ml | 88ml | 7.3ml | Aigua 65ml
APS 200l | 200pl | 200pl | 200yl | APS 200 pl
TEMED 20l 20l 20 pl 20l | TEMED 20l

La solucié es barreja lleugerament per inversio i es diposita lentament entre els vidres del
sistema, vigilant que no es formin bombolles. El gel separador ha d'ocupar les tres quartes
parts inferiors del sistema. Abans de la polimeritzacio, s’afegeix una capa d’isopropanol a la
part superior del gel perqué el limit superior sigui recte. Un cop polimeritzat el gel separador,
es decanta l'isopropanol, es renta amb aigua i es diposita el gel concentrador. Rapidament
es col-loca la pinta, abans que es produeixi la polimeritzacié del gel concentrador. A
continuaci6 es munta el sistema de vidres amb els gels polimeritzats a la cubeta
d’electroforesi, que s’'omple de soluci6é d’electroforesi 1X, de manera que hi hagi continuitat

eléctrica.

3. Migracié del gel. S’extreu la pinta i es carreguen les mostres. Es tanca el circuit amb la

tapa de la cubeta i es connecta a una font d’alimentaci6é a un voltatge constant de 100-140
V, fins que el marcador de pes molecular s’hagi separat suficientment per poder detectar la

proteina d’interés.

2) Transferéncia

Un cop finalitzada la separacié electroforética, les proteines sén electrotransferides a una
membrana porosa de fluorur de polivinilidé (PVDF) de manera que quedin immobilitzades,

permetent la posterior immunodeteccié.

* Materials i reactius

- Cubeta de transferencia, amb els cassets de transferéncia i esponges corresponents
(Sistema de Western-Blot MiniProtean de BioRad).

- Paper Whatmann 3mm (dos rectangles per cada gel, de la mateixa mida que el gel

separador).
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- Membrana Immobilon-P (Millipore) (un rectangle de membrana de transferéncia per

cada gel, de la mateixa mida que el gel separador).

- Tampo6 de transferéncia 10X (250 mM Tris base; 1,92 M glicina, pH 8,3) S'utilitza 1X +

20% metanol (v/v). El mateix tamp06 s'utilitza pel muntatge dels cassets.
- Aigua destil-lada.

- Metanol.

* Metodologia

1. Primer, cal hidratar la membrana de manera que sigui receptiva a immobilitzar proteines.
Es submergeix la membrana en una cubeta amb metanol absolut durant 5 minuts. A
continuacié, es canvia l'etanol per aigua destil-lada i ho deixem durant 5 minuts més i

finalment es deixa equilibrar amb tamp6 de transferéncia.

2. Mentres s’esta hidratant la membrana es preparen els cassets de transferéncia, les
esponges i els papers Whatmann. Es submergeixen en tampé de transferéncia durant uns
minuts. Es col-loca el casset obert amb la cara fosca al fons. A continuacié, a sobre de la
cara fosca es col-loca per aquest ordre, una de les esponges, un paper Whatmann i el gel
separador (al que se li ha tret el gel concentrador préviament). Posteriorment es col-loca la
membrana de manera que no es formin bombolles entre el gel i la membrana, ja que
impedeixen la transferéncia proteica. Sobre la membrana es col-loca I'altre paper Whatmann
i una altra esponja i es procedeix a tancar el sandwich. Aquesta disposicié permet un flux del
tamp6 seguint el camp eléctric, des del gel cap a la membrana, transferint-hi les proteines

immobilitzades en el gel.

3. Es colloca el casset en la cubeta de transferencia de manera que el costat fosc
coincideixi amb el pol negatiu dels eléctrodes ja que les proteines es transferiran en aquella
direcci6. Finalment s’omple la cubeta amb tampé de transferéncia. També s’hi diposita una
placa de gel per evitar el sobreescalfament del sistema. El temps de transferéncia depén de
la mida de la proteina; aixi, quant més gran és el pes molecular de la proteina, més temps
de transferéncia s’ha d’aplicar. Generalment s’ha transferit a 250 mA durant 100 minuts o

més, o tota la nit a 35V a 4°C.

3) Immunodeteccié

Quan ha passat el temps de la transferéncia es procedeix a la deteccié de la proteina

d’estudi immobilitzada sobre la membrana, mitjangant anticossos especifics. Durant aquest
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treball s’han realitzat WBs contra diferents proteines utilitzant anticossos policlonals i

monoclonals que es descriuran en cada apartat dels resultats.

e Materials i reactius

- Soluci6 de Ponceau (Acid acétic 5% en aigua (v/v); ponceau 0,1%).

- Solucio6 de bloqueig (5% de llet desnatada en pols en TTBS 1X, 0 5% BSA en TTBS1X).
- Anticossos primaris diluits en soluci6 de bloqueig (depén de cada anticos).

- Anticossos secundaris conjugats amb peroxidasa de rave (HRP) ( dilucié 1:10000).

- Solucio6 de rentat TTBS 1X (TBS 1X; 0,1% Trité6 X-100).

- Reactiu ECL pel revelat (veure annex de solucions).

- Hyperfilms (Amersham) i casset de revelat.

* Metodologia

1. Les membranes de la transferéncia sén dipositades en una cubeta amb soluci6 de
Ponceau que tenyira les proteines. Aixi es pot comprovar que la transferéncia ha funcionat
bé i s’observa si han quedat bombolles. La membrana es destenyeix amb la mateixa solucio

de transferéncia.

2. Bloqueig de la membrana. Es necessari bloquejar la membrana per evitar interaccions

inespecifiques dels anticossos a les proteines electrotransferides. La membrana es
preincuba durant 60 minuts i en agitaci6 amb una solucié rica en proteines (llet, en aquest

cas), que s’uniran als llocs d’interaccio inespecifica.

3. Incubacié amb anticds primari. L'anticos primari s’ha de diluir en solucié de bloqueig per

tal d’establir certa competéncia entre les proteines de la llet (unions inespecifiques) i
'anticds (unions especifiques), de manera que I'anticos no tingui cap altra possibilitat que la
d’unir-se a la proteina a la que esta dirigit. La incubacié es realitza en una bossa de plastic
Glad segellada que conté la membrana bloquejada i la solucié d’incubacié amb I'anticos
primari (1 ml). Es manté en agitaci6é orbital suau durant 60 minuts a temperatura ambient o

durant 16 hores a 4°C.

4. Rentat. Per tal de retirar d’eliminar les unions inespecifiques, s’efectuen tres rentats de 10

minuts amb la solucié de rentat en agitacié suau, a temperatura ambient.
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5. Incubacié amb anticds secundari. Per detectar les unions especifiques de I'anticds primari

amb la proteina d’estudi, la membrana s’incuba amb anticossos especifics per als dominis
Fc de les immunoglobulines G, conjugats a I'enzim peroxidasa. Aixd permet detectar la
interaccié mitjangant una reacci6 hidrolitica que genera llum. L’anticos secundari es dilueix
també en solucié de bloqueig (1:10000) i s'incuba durant 1 hora a temperatura ambient en
agitacio i tapat de la llum Posteriorment, es tornen a efectuar tres rentats de 10 minuts en

agitacié amb la solucié de rentat.

6. Revelat. El revelat es fa incubant la membrana amb una soluci6 que conté luminol,
compost que en ser hidrolitzat per la peroxidasa genera llum. Aquesta llum es detecta
mitjancant I'exposicié de la membrana sobre un film fotografic. S’incuba la membrana amb la
solucié de ECL durant 1 minut i es retira I'excés. El revelat es fa en una cambra fosca amb
l'ajuda d’'un casset de revelat, efectuant exposicions a diferents temps sobre el paper
fotografic hyperfilm d’alta sensibilitat. Els films es revelen en un aparell de revelat fotografic
(Fuijifilm).

7. En els casos que es requereixi una quantificacio de les bandes obtingudes, s’escaneja el
paper fotografic i s’utilitzen els softwares informatics ImajedJ i MultiGauge (Fuijifilm) per

obtenir els valors d’intensitat de les bandes.

2.3 OBTENCIO D’ANTICOSSOS POLICLONALS

Al llarg d’aquesta tesi s’han anat generant diferents eines necessaries per a la recerca de la
leucodistrofia MLC. Una de les més importants és la generacié d’anticossos contra les

proteines d’interés.

La taula 5 mostra alguns dels anticossos generats i posteriorment purificats en el laboratori
al llarg d’aquesta tesi. Alguns s’han generat i utilitzat per a la realitzaci6 d’aquesta tesi i
altres s’han utilitzat en altres projectes del grup. En aquest apartat s’explica la purificacié

d’'un dels anticossos que s’han utilitzat en aquesta tesi com a exemple de la metodologia.
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Anticos Sequiéncia del péeptid Aminoacids

GlialCAM C-terminal C1 EADTLPRSGEQERKNPM 241-258
GlialCAM C-terminal C2 QRIREQDESGQVEISA 353-366
CLC-2 C-terminal HGLPREGTPSDSADKSQ 892-907
zGlialCAMa C-terminal EDPPTDGENTMHHHSLPR 405-422
zCICK N-terminal ENENDEQRVQEDKREEC 12-27
zBarttin C-terminal RPDPNREMYYGRVKDS 150-165
zCIC-1a C-terminal QAVPENREEEESEEPV 996-1011
zCIC1b C-terminal PGGEGDDEKERDEEPL 925-940

Taula 5. Resum dels anticossos purificats en el laboratori durant la realitzacié d’aquesta tesi. Es mostra el
nom que se li ha donat a cada anticos juntament amb la seqliéncia del péptid i els aminoacids que comprén la

sequiéncia.

A través dels serveis de 'empresa EUROGENTEC, es van immunitzar dos conills per a
I'obtencié d’'un anticds contra la proteina zGliaICAMa de peix zebra. Primer és va dissenyar
un peptid sintétic corresponent a la regid6 C-terminal de la proteina, i per prediccio
informatica es va seleccionar una regié amb un nivell alt d’antigenicitat i que no mostrava
homologia amb altres proteines. El peptid que es va seleccionar es el seglent:
(C)EDPPTDGENTMHHHSLPR i correspon als aminoacids 405-422 de la proteina. Es van
realitzar 3 injeccions a cada animal i posteriorment es van obtenir els sangrats de cada un
dels conills. Aquests es van testar per WB en extractes cel-lulars on s’hi havia transfectat el
plamid zGlialCAMa-Flag. Com a control negatiu es van utilitzar els serum pre-immunes.
Finalment, es va escollir el sérum on es detectava millor la proteina i es van purificar les

immunoglobulines G (IgG) per afinitat utilitzant el corresponent péptid.
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2.3.1 Purificacio de IlgGs mitjangant afinitat per al péptid

Les IgGs amb major senyal es van seleccionar i es van purificar per afinitat amb el péptid. El
péptid amb el que va ser immunitzat 'animal del qual es va obtenir el serum tenia una
cisteina reduida. El seu grup sulfidril era capa¢ d’acoplar-se covalentment a una resina
SulfoLink (Pierce), la qual permitia la purificacié6 de l'anticds a través d’aquesta columna
d’afinitat. Mitjancant una activacié iode-acetil, el péptid té la capacitat d’'unir-se covalenment i
de manera estable a la resina. Després de bloquejar els llocs d’'uni6 inespecifics, es va
incubar la columna amb el serum. D’aquesta manera, només els anticossos capacgos de
reconeixer el péptid especificament s’unirien a la resina de la columna amb el peptid acoblat.
Finalment, aquests anticossos purificats s’eluixen de la columna amb una solucié de pH acid
(2,5).

e Materials i reactius

- Columna de cromatografia Bio-Rad de polipropilé de 10 ml de capacitat.
- Resina d’acoplament Sulfolink (Pierce).

- Tampé d’acoplament 5X (Tris-HCI 250mM, EDTA 25mM, pH 8,5).
- Solucié de bloqueig (Cisteina 50mM en tamp6 d’acoplament 1x).
- Solucié de rentat (NaCl 1M).

- Solucié de manteniment (PBS, NaN; 1mM).

-TBS 1X

- PBS 1X

-TrisTmpH9

- Tampé de neutralitzaci6 (Tris 1M, NaCl 2M, pH 8,5).

- Tampé d’elucio6 (Glicinia 100mM, pH 2,5).

- Sérum amb IgGs
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* Metodologia

A) Acoplament del péptid a la columna.

1. Es prepara 1mg de péptid (proporcionat per la casa comercial) en 200 pl d’aigua Milli-Q i
50 ul de tampd d’acoplament 5X. Cal barrejar-los fins aconseguir una completa
homogenitzacié. Es guarda una mostra de 10 pl i es rotula com a “péptid abans de

I’'acoblament”.

2. S’afegeix 2 ml de resina Sulfolink en la columna Bio-Rad i s’equilibra amb 12 ml de tampé

d’acoblament 1X (és important que la columna no es quedi seca).

3. Després d’equilibrar la columna, s’aplica la barreja del péptid (250 pl) i 2 ml de tampé
d’acoblament 1X. Es tapa la columna i s’homogenitza bé la barreja. S’incuba durant 2 hores

en un orbital a temperatura ambient.

4. Es deixa caure la barreja per gravetat i es recull una altra petita mostra que es rotula com
“péptid després de I'acoblament”. Es mesura la concentracié de les dos mostres a 280 nm.
La comparacié ens donara una idea de la quantitat de péptid que ha quedat unit a la
columna. Si s'observa que el percentatge d’acoblament és baix es deixa més temps la

incubacio.

5. S’aplica a la columna 2 ml de solucié de bloqueig i s'incuba durant 15 minuts en agitacio

en l'orbital a temperatura ambient i després 30 minuts més pero sense agitacié aquest cop.

6. Es deixa caure la solucié de bloqueig i seguidament es fan dos rentats de la columna amb
NaCl 1M. A partir d’aquest pas, el péptid es troba acoblat a la columna cromatografica.

Aquesta columna es podra reutilitzar en el futur per a purificar més anticos.

7. Cal guardar la columna amb NaN3; NaCl 1M , ben tapada i a 4°C.

B) Purificaci6 del sérum per afinitat

1. Es prepara una dilucié del serum en TBS 1X a una relaci6é 1:1 (4 ml de sérum en 4 ml de
TBS 1X). Si es vol augmentar I'eficiéncia de purificacié es pot canviar la relacié. El pH ha
d’estar ajustat a pH 8,5 amb Tris 1M pH 9.

2. La columna activada amb el péptid es neteja dues vegades amb TBS 1X i s'incuba amb la

barreja de sérum i TBS 1X durant 3-4 hores en un orbital a temperatura ambient.

3. Passat el temps d’incubacid, s’elueix la barreja per gravetat i es neteja la columna dues
vegades amb PBS 1X i un tercer cop amb PBS 0,1X.
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4. Per a I'elucié de la columna de s’addiciona glicina 100 mM pH 2,5. Es recull I'eluit en 16
fraccions de 200 ul en eppendorfs on préviament s’hi ha afegit 20 ul de solucion Tris 1M,
NaCl 2M, pH 8,5 (10X), amb la finalitat de neutralitzar el pH acid de la mostra. Per tant,

s’afegeixen 200 ul de glicina i es recullen les fraccions de manera continuada.

5. Quan es tinguin recollides totes la fraccions, la columna es neteja amb solucié de rentat i

finalment amb la soluci6 de NaN3; NaCl 1M. Es guarda amb uns 4 ml d’aquesta mateixa
solucié a 4°C.

Les fraccions van ser diluides 1/50 en llet al 5% en PBS 1X provades per WB en Es va

utilizar com a control positiu I'anticos Flag a dilucié 1/500. Finalment es van barrejar les
fraccions amb major intensitat de senyal.

PURIFICACIO DE L’ANTICOS CONTRA zGlialCAMa
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Figura 23. Purificacio de I’anticos contra la regié C-terminal de la proteina zGlialICAMa de peix zebra.
Anticos purificat a partir del métode d’afinitat per al péptid. Analisi per WB dalgunes fraccions purificades
préeviament. S'utilitza com a control cél-lules HEK293 no transfectades o transfectades amb el plasmid

zGlialCAMa-Flag (50ug de proteina). A partir de la fraccio 4 es detecta la banda corresponent a la proteina (72
kDa aproximadament) amb major intensitat.

2.4 IMMUNICITOQUIMICA

Durant aquesta Tesi s’han realitzat estudis immunocitoquimics en cél-lules HelLa i en cultius
primaris d’astrocits i d’oligodendrocits. S’ha estudiat la localitzacié de les proteines MLCA1,

GlialCAM i CIC-2 ens els diferents tipus de cultius, aixi com proteines marcadores d’unions
en astrocits en el model de ratoli knockout per MLCA1.

e Materials i reactius

- Cultiu cel-lular en cobreobjectes.

- Placa de cultiu de 24 pous.
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- Pinces de cirurgia de precisié.

- Portaobjectes.

- PBS 1X estéril.

- Paraformaldehid (PFA) 3% en PBS 1X.

- Solucions d’autofluorescéncia (NH,Cl 50 mM en PBS 1X; i Glicina 20 mM en PBS1X).

- Solucié de permeabilitzacié (PBS 1X; 0,1% Trit6 X-100).

- Solucio6 de bloqueig (PBS 1X; 10% FBS).

- Soluci6 de bloqueig + permeabilitzacié (PBS 1X; 10% FBS; 0,1% Trit6 X-100).

- Anticossos primaris (majoritariament a dilucié 1/100 o 1/50) i secundaris (diluci6é 1/500).
- Medi de muntatge Vectashield (Vector).

- DAPI (150 ng/ml)

* Metodologia
1. Es retira el medi de les plaques de cultiu i es fan tres rentats amb PBS 1X.
2. Es fixen les cél-lules amb PFA 3% en PBS durant 15-20 minuts a temperatura ambient.

3. Es fan tres rentats rapids amb PBS 1X per tal d’eliminar I'excés de PFA. Si no es realitza
la immunocitoquimica al moment, es poden guardar els cobreobjectes fixats a 4°C en PBS

1X + 0,05% NaNj3, per tal d’evitar posibles contaminacions.

4. Es dipositen els cobreobjectes en una placa de 24 pous amb la cara que conté les

cél-lules cap amunt i s’hi afegeix PBS 1X. Es important no deixar els cobreobjectes secs.

5. Per tal d’eliminar I'autofluorescéncia de les cél-lules, s’incuben en una soluci6 NH,Cl 50

mM durant 10 minuts, i seguidament en una solucié de glicina 20 mM durant 10 minuts més.

6. A continuacio, es permeabilitza la mostra amb la solucié de permeabilitzacié durant 10

minuts a temperatura ambient. (*)
7. S’efectua el bloqueig amb la solucié de bloqueig durant 1-2 hores a temperatura ambient.

(*) Si la immunocitoquimica que es vol realitzar no requereix permeabilitzacio, les cél-lules

s’incuben directament en la solucié de bloqueig (sense detergent). Tanmateix, si les cél-lules
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han de permeabilitzar-se, es pot dur a terme la permeabilitzacié i el bloqueig conjuntament

amb la solucié de bloqueig + permeabilitzacio.

8. Es preparen els anticossos primaris a la dilucié corresponent en la solucié de bloqueig +
permeabilitzacié. Es recomanable centrifugar l'anticds per evitar l'agregacid6 de les
immunoglobulines. S’incuben els cobreobjectes amb la solucié que conté I'anticos primari
dipositant 50 pl de la mateixa sobre un fragment de parafilm fixat sobre una superficie plana.
Amb l'ajuda d’unes pinces de precisio, es col-loquen els cobreobjectes sobre les gotes,
posant en contacte les cél-lules amb la solucié d’anticds. La incubaci6é es pot fer durant 1
hora a temperatura ambient o durant 12 hores a 4°C col-locant els cobreobjectes dins d’'una

cambra humida per evitar que la gota pugui evaporar-se.

9. Després de la incubacié amb 'anticos primari s’han d’efectuar rentats. Per aix0, es tornen
a passar els cobreobjectes a la placa de 24 pous amb les cél-lules cara amunt. Si la
incubacié amb I'anticos primari ha sigut durant 12 hores a 4°C, els cobreobjectes s’han de
temperar durant 15 minuts a temperatura ambient abans de procedir amb els rentats.
S’efectuen 3 rentats de 10 minuts amb solucié de bloqueig + permeabilitzacié, per eliminar

I'excés d’anticos primari.

10. Es prepara l'anticds secundari marcat amb un fluorocrom en la solucié de bloqueig +
permeabilitzacié a una dilucié 1/500. A partir d’aquest moment, es mantenen les mostres

sempre protegides de la llum. Es realitza una incubacié de 2 hores a temperatura ambient.

11. Es realitz 1 rentat amb solucié de permeabilitzaci6 i després 3 rentats amb PBS1X de 10

minuts cada un a temperatura ambient.

12. Es procedeix a muntar els cobreobjectes sobre un portaobjectes de vidre, on s’hi afegeix
una gota del medi de muntatge Vectashield, generalment amb DAPI (1,5 ug/ml), el qual
emet en la longitud d’ona de la llum ultraviolada. Les cél-lules han de quedar en contacte
amb el medi. El portaobjectes es deixa assecar durant 5 minuts tapat de la llum i s’asseca
'excés de medi. Finalment es fixa el cobreobjectes al portaobjectes. Els portaobjectes es

guarden a la nevera a 4°C protegits de la llum.

13. Les mostres sén observades amb el microscopi invertit de fluorescéncia Olympus DSU

amb spinning disk.



Materials i métodes 105

2.5ELISA

En aquesta Tesi s’han realitzat experiments utilitzant aquest técnica per a la purificacié
d’anticossos policlonals. De la mateixa manera que per WB, es van provar les diferents
fraccions purificades per ELISA i I'especificitat dels anticossos es va poder comparar pels

dos métodes.

e Materials i reactius

- Placa de 96 pous EIA/RIA (Costar)

- Lector d’ELISA (BioTec)

- Péptid/proteina/anticos de captura

- PBS 1X estéril

- Soluci6 de bloqueig (PBS 1X, 2% BSA)

- Soluci6 de rentat (PBS 1X, 1% Tween20)
- Anticossos primaris i secundaris

- Reactiu de revelat OPD (Sigma). Es prepara amb 20 ml d’aigua Milli-Q estéril i s’hi
dissol una pastilla gran i una de petita de les que venen en el kit comercial. Cal protegir-

ho de la llum.

* Metodologia

1. Es prepara la placa de 96 pous amb el péptid de captura, on s’hi afegeix 100 ul per pou a
una concentracio de 3 pg/ml en PBS 1X estéril. La placa s’incuba durant tota la nit a 4°C en

una atmosfera humida per tal que el péptid no pugui assecar-se.

2. Es descarta la solucidé que contenia el péptid i es fan 2 rentats amb 200 pl/pou amb PBS
1X.

3. Es bloqueja la placa amb 200 pl/pou de PBS 1X + 2% BSA. La placa s’incuba a 37°C

durant 1 hora.

4. Durant aquest temps es poden anar preparant les dilucions de I'anticds que es vagin a
utilitzar, tinguent en compte que el volum final per pou ha de ser de 100 yl. L’anticos es

dilueix amb soluci6 de bloqueig.
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5. Posteriorment es descarta la solucié de bloqueig i es neteja la placa amb PBS-Tween
(200 pl/pou)

6. S’afegeixen 100 ul d’anticos primari i es deixa en incubacié durant 1 hora i tapat de la llum
a temperatura ambient. Es important afegir un control negatiu (100 ul de solucié de bloqueig

sol) i un control positiu (un anticos préviament purificat i que funcioni).
7. Es realitzen 4 rentats amb PBS-Tween.(200 pl/pou)

8. S’afegeixen 100 pl/pou de l'anticos secundari, diluit 1/3000 en solucié6 de bloqueig.

S’incuba 30 minuts a temperatura ambient i tapat de la llum.

9. Es descarta 'anticds secundari i es fan 3 rentats amb PBS-Tween seguit de 2 rentats més
amb PBS 1X (200 pl/pou).

10. S’afegeix 100 pl/pou de la solucién de revelat (OPD). S’incuba entre 15-20 minuts a

temperatura ambient i tapat de la llum.

11. Es llegeix la placa en el lector ’ELISA a 450 nm.

2.6 MESURA DE L’EXPRESSIO EN SUPERFICIE PER LUMINESCENCIA

Aquesta técnica es basa en la detecci6 immunoldgica de proteines enddgenes o
transfectades en la superficie de la membrana cel-lular . En la present Tesi aquesta
metodologia s’ha utilitzat per estudiar I'expressié en superficie de la proteina MLC1 i una
mutacié concreta d’aquesta (S69L) amb o sense la preséncia de GlialCAM. Tan la proteina
MLC1 com el mutante S69L portaven un epitop HA en un dels seus llagos extracel-lulars.
Aquest epitop és detectat mitjancant una reaccié immunocitoquimica per un anticos (3F10
rat anti-HA), al qual se li unia especificament un anticos secundari unit a peroxidasa de rave
(HRP). Quan se Ii afegia el reactiu Power Signal Elisa es produia una reaccid
quimioluminescent amb la HRP del complex, que era quantificada al lumindmetre donant un

valor relatiu corresponent a la quantitat de proteina detectada a la membrana plasmatica.

e Materials i reactius

- Lumindmetre TD. 20/20 (Turner BioSystems).
- Plaques de cultiu de 10 cm de diametre.
- Plaques de cultiu de 35 mm de diametre.

- Cel-lules Hela transfectades.
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- Paraformaldehid al 3% en PBS 1X.

- PBS 1X.

- Solucié de bloqueig (PBS 1X + 1% BSA).

- Anticos primari (3F10 Rat anti-HA, Roche).

- Anticos secundari (goat anti-rat HRP 1/3500, Jackson ImmunoResearch).
- Solucié Power Signal Elisa (Pierce).

- Soluci6 de lisi (NaOH 200 uM + 1% SDS).

* Metodologia

Per a dur a terme aquesta metodologia cal tenir en compte algunes observacions:

a) Les cél-lules es transfecten en placa de 10 cm i a les 24 hores son transferides a les

plaques de Petri de 35 mm, ja que sén les que encaixen en el lumindmetre.
b) Es fan 4 répliques per a cada punt o mostra.

c) L’aplicacié dels reactius s’efectua per placa, sempre en el mateix ordre de manera que els

temps de les reaccions siguin per a totes les répliques iguals.

d) El volum dels reactius, que s’afegiran durant tots els passos, sera de 1 ml.

e) Cal fer tots els rentats indicats en el protocol per tal d’evitar al maxim soroll de fons.
f) Tot el protocol es realitza a temperatura ambient.

Aixi doncs, el protocol a seguir és el seglent:

1. Es renten les cél-lules amb PBS 1X i es fixen amb PFA 3% durant 15-20 minuts. Després

es fan 3 rentats rapids amb PBS 1X.

2. Seguidament, s’'incuben en soluci6 de bloqueig durant 30 minuts (no es fa

permeabilitzacié ja que volem detectar la preséncia de proteina a la membrana plasmatica).

3. S’incuben les cél-lules 1 hora amb I'anticos primari 3F10 rat anti-HA diluit 1/500 en soluci6

de bloqueig.

4. Seguidament es fan 3 rentats rapids amb solucié de bloqueig seguits de 3 rentats més de

15 minuts cada un, també en soluci6é de bloqueig.
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5. Després dels rentats, s’'incuben les ceél-lules amb I'anticds secundari anti-rat HRP, diluit
1/1000 en solucié de bloqueig, durant 20 minuts. Es important no passar-se d’aquest temps

d’incubacié.

6. Passat aquests 20 minuts, es fan 3 rentats seguits en solucié de bloqueig i 1 ultim rentat
de 15 minuts. Després es fan 4 rentats seguits amb PBS 1X i finalment 4 rentats més amb

PBS 1X per6 de 15 minuts (els ultims rentats en PBS 1X poden passar dels 15 minuts).

7. Per a realitzar el revelat cal mesclar la solucié A i la solucié B del reactiu Power Signal
Elisa en una proporcié 1/1 v/v, essent el volum final per aplicar a cada placa de 500 pl. El
reactiu s’afegeix sobre la placa i rapidament es col-loca en el lumindmetre previament
calibrat. La calibraci6é es porta a terme ajustant la sensibilitat amb la mostra que creiem que
sera la més positiva, ja que el lumindmetre te una sensibilitat maxima, i per tant és necessari
ajustar la sensibilitat del nostre experiment per tal de no superar el rang en el que I'aparell

pot mesurar.

8. Per normalitzar els valors relatius obtinguts, es va realitzar una correcci6 per la proteina
total. Per tant, un cop llegides totes les plaques, es renten amb PBS 1X i s’afegeix solucié de
lisi (300 pl). Les mostres sén resuspeses i la concentracié de proteina es mesura pel métode
de BCA.
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3. CULTIUS CEL-LULARS

La manipulacié de cél-lules en cultiu implica treballar en condicions de maxima esterilitat i
higiene, per tal d’evitar qualsevol contaminacié. S’ha de treballar sempre sota una campana
de flux vertical i tot el material fungible que s’utilitzi ha de ser estéril. Els medis de cultiu i
solucions que estaran en contacte amb les cél-lules han de ser estérils (autoclavats, filtrats,
irradiats, etc.) i és convenient temperar-los a 37°C en un bany, aixi com ruixar-los amb

etanol al 70% abans de ser utilitzats.

3.1 LINIES CEL-LULARS

En aquest treball s’han utilitzat dos tipus de linies cel-lulars: cél-lules HelLa i cél-lules HEK
293. La linia cel-lular HeLa procedeix d’adenocarcinoma de cérvix huma, caracteritzada per
presentar un fenotip epitelial i per tenir incorporades seqiiencies del papilomavirus huma
(HPV-18). La linia HEK deriva de cél-lules epitelials de ronyd huma, i esta transformada amb
el gen E1A d’adenovirus (Graham et al., 1977). La linea 293T, concretament, consisteix en
un derivat de la linea 293, que a més a més, expressa l'antigen T del virus SV40, que
permet la replicacié episomal de plasmids que continguin un origen i una regié promotora

primerenca de SV40

3.1.1 Condicions generals de cultiu per cél-lules HeLa i HEK 293

Les condicions de cultiu per cél-lules HeLa o HEK293 sén a 37°C, 90% d’humitat relativa i
5% de CO,. El medi de cultiu per cél-lules adherents és el Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, Biological Industries) sense suplementar que es guarda a la nevera a 4°C.
La suplementaci6 consisteix en afegir substancies com glutamina, antibiotics o sérum fetal
bovi (FBS) que es mantenen a -20°C. Els antibidtics utilitzats rutinariament han sigut la
penicil-lina que inhibeix la sintesi de peptidoglicans de la paret bacteriana, i I'estreptomicina
que inhibeix la sintesi del ribosoma 70S bacteria. El FBS s’ha sotmés a un tractament previ
d’inactivacio del complement i anticossos a 56°C durant 30 minuts. Regularment es realitzen
proves per comprovar I'abséncia de contaminacié per micoplasma. El medi es canvia cada
tres dies i es fa un seguiment del creixement del cultiu de manera que quan esta proper a la

maxima confluéncia es tripsinitza i es torna a sembrar el cultiu més diluit.

3.1.2 Tripsinitzacié

Quan el cultiu cel-lular arriba aproximadament al 100% de confluéncia, cal tripsinitzar-lo per
evitar que les ceél-lules morin. Primerament s’elimina el medi i s’efectuen 2-3 rentats amb

PBS 1X esteéril, en cas contrari, els factors presents en I'FBS del medi inhibeixen I'accié de la
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tripsina. A continuacié s’afegeix al cultiu tripsina-EDTA 1X (Biological Industries). Es deixa
incubar de 5 a 15 min a I'incubador de 37°C. Quan s’observa al microscopi que les cél-lules
s’han desenganxat i disgregat, s’hi afegeix medi de cultiu per parar la reacci6 i es
resuspenen. A continuacid, les cél-lules es poden comptar i sembrar o fer un cultiu de

manteniment.

3.1.3 Congelacio de cél-lules

Les ceél-lules eucariotes sdn capaces de suportar processos de congelacié quan aquests es
donen de forma gradual i amb la preséncia d’un agent crioprotector que evita la formacié de
cristalls d’aigua que puguin trencar la cél-lula. Una vegada s’han tripsinitzat, les cél-lules
poden ser congelades. Es passen les cél-lules a un tub i es centrifuguen 5 minuts a 1000
r.p.m. S’elimina el sobrenedant i es resuspén el pellet de cél-lules amb DMEM complet que
cont¢ un 10% de DMSO (1 ml per cada 2 x 10° céllules). Es fan aliquotes
(d’'aproximadament 1 ml) en criotubs. El criotubs es dipositen al congelador de -80°C entre

10i 16 hores i es dipositen en nitrogen liquid a -190°C.

3.1.4 Descongelacio de cél-lules

La descongelacié s’efectua de manera rapida, al contrari de la congelacié, amb I'objectiu
d’eliminar rapidament el DMSO, toxic per a les cél-lules. El criotub es posa en un bany a
37°C. Una vegada descongelat es resuspén en un volum 10 vegades superior del medi pre-
atemperat. Seguidament, es centrifuga a 5 min a 1000 rpm i s’elimina el sobrenedant. El

pellet de cél-lules es resuspén en 10 ml de medi, es plaqueja i es deixa créixer a I'incubador.

3.2 TRANSFECCIO CEL-LULAR

En aquesta Tesi s’ha realitzat transfeccié de diferents DNAs en els diferents tipus de linies
cel-lulars. Aixi, la metodologia utilitzada per als diferents experiments de transfeccié ha estat

I'utilitzacio de la transfectina (BioRad).

3.2.1 Transfecci6 transitoria amb transfectina (BioRad) en cél-lules HeLa i HEK 293

e Materials i reactius

- Medi DMEM complet (10% FBS inactivat; 1% penicilina/estreptomicina; 1% glutamina).
- Medi Opti-MEM amb Glutamax (Gibco).

- Cultius cel-lulars HeLa o HEK293 (a un 70-80% de confluéncia).
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- PBS 1X estéril
- Agent lipidic: transfectina (BioRad)
- Aigua Milli-Q esteril.

- Preparacio de DNA plasmidic d’intereés.

* Metodologia

El procediment a seguir aixi com els volums que s’han d’utilitzar en cada tipus de placa,
vénen descrits en els manuals dels productes. El protocol descrit a continuacié és per

plaques de 6 pous.

1. Es sembren les cél-lules un dia abans. la confluéncia ha de ser del 70-80% en el moment
de la transfeccid, ja que per la transfeccid6 amb agents lipidics es requereix una confluéncia

alta perque és un meétode bastant toxic.

2. Es prepara una barreja amb el DNA i el medi Opti-MEM, utilitzant 2 yg de DNA en un
volum final de 250 pl.

3. En un altre tub es prepara una barreja de I'agent lipidic en Opti-MEM. Aixi, també es
prepara una barreja en un volum final de 250 ul i generalment s’utilitza una relacié 1:1 de
I'agent lipidic i el DNA. Per tant, si es transfecten 2 yg de DNA, s'utilitzara 2 ul d’agent
lipidic.

4. S’ajunten les dues barreges (la del DNA i Opti-MEM amb la de I'agent lipidic i Opti-MEM) i

s’incuben durant 20 minuts a temperatura ambient.

5. Durant la incubacio, es retira el medi de cultiu de les plaques i es fa un rentat amb PBS
1X estéril amb I'objectiu d’eliminar traces d’antibiotic. Després, s’afegeix 1,5 ml de medi Opti-

MEM a cada pou i es deixa equilibrar a 37°C a l'incubador.

6. Un cop finalitzat el temps d’incubacié, s’afegeix la barreja gota a gota a cada pou mentre

es mou la placa en forma de creu de manera que quedi ben repartida.

7. S’incuba 4 hores a 37°C i després es retira el medi. Es renten les cél-lules amb PBS 1X
estéril, de manera que s’eliminin les restes d’agent lipidic i s’afegeixen 2 ml de medi DMEM

complet. S’'incuben les cél-lules de 24 a 48 hores a 37°C perqué s’expressin les proteines.
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3.3 CULTIUS PRIMARIS

L’tnic sistema cel-lular on MLC1 s’expressa de manera enddgena és el cultiu primari
d’astrocits. Es per aixd que s’han realitzat cultius primaris d’astrocits de rata i del model de
ratoli knock-out per Mic1. El cultiu primari d’oligodendrocits ens ha permés, per primer cop,
estudiar les proteines GlialCAM i CIC-2, de manera enddgena, fora del model utilitzat fins al
moment. Per a I'obtencié d’astrocits primaris purs, s’han utilitzat rates i ratolins d’estadi post
natal entre PO i P2, i s’ha seguit el protocol de (McCarthy and de Vellis, 1980). En el cas dels
oligodendrocits també s’han utilitzat rates a estadi post-natal entre PO i P3 i s’ha seguit el
protocol descrit en (Chen et al., 2007; Favre-Kontula et al., 2008). Aquests protocols estan

aprovats pel comité étic de la Universitat de Barcelona i I'Estabulari del Campus de Bellvitge.

3.3.1 Obtencio de cultius primaris d’astrocits de rata i de ratoli

e Materials i reactius

- Rates de la soca Sprague-Dawley (Charles River), en estadi PO-P3 i ratolins de la soca
C57bl6 , en estadi P0-03.

- Material de cirurgia (tisores, pinces de microcirurgia i micropinces tallants).
- Plaques de Petri de 10 cm i de 35 mm de diametre.

- Pipetes Pasteur de plastic estérils.

- Pipetes Pasteur de vidre estérils.

- Cobreobjectes esteérils .

- Tubs falcon estérils de 15 ml i de 50 ml.

- Filtre de 100 ym Falcon.

- Flascons de 25 ml.

- Cambra de Neubauer.

- Lupa binocular (Nikon).

- Medi de disseccié (PBS 1X; 0,3% BSA; 0,6% glucosa) estéril, a 4°C.
- Medi DMEM (Biological Industries) complet

- Tripsina-EDTA 1X (Biological Industries) complet
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- DNAsa | (1000 U/ml en 0,15 M NacCl).

- Ara C (Sigma) (4 mM).

* Metodologia
A) Disseccio

1. Les cries s6n anestesiades en gel i posteriorment decapitades amb unes tisores. Es
dipositen els caps sobre una placa de Petri. L’extraccié del cervell es realitza amb I'ajut
d’'unes pinces de microcirurgia i unes tisores. Per aix0, es subjecta el cap clavant unes
pinces als ulls, i amb unes tisores, es secciona I'epidermis per separar la pell del cap. Es
talla I'os del crani per la linia mitja, procurant no danyar el cervell. S’obren els ossos i es treu
el cervell per sota amb I'ajuda d’'unes pinces, i es col-loca en una nova placa de Petri amb

medi de disseccio fred.

2. La placa amb el cervell es col-loca sota una lupa i es separen els dos hemisferis per la

linia mitja. També s’extreuen els bulbs olfactoris.

3. Els cortexs es col-loquen en posicié ventral i amb les pinces s’extreu el talem i les
meninges. Un cop extret el talem, per la part de sota els hemisferis, es poden observar els

hipocamps amb una forma semicircular de mitja lluna.

4. Tant els cortex com els hipocamps es dipositen en medi de disseccidé nou fresc en una

placa de Petri (en gel).

B) Cultiu

1. Dins la campana de cultius primaris es transfereixen els hipocamps i els cortexs a una
placa de Petri de 35 mm de diametre, que conté 2 ml de tripsina i DNAsa | (1/100)

(préviament preparada i equilibrada a I'incubador), i s’incuben a 37°C durant 10 minuts.

2. Es traspassen les mostres a un tub de 50 ml amb 5 ml de DMEM complet amb DNAsa |
(1/100) i es procedeix a la disgregacié mecanica utilitzant cada vegada una pipeta de porus

meés petit.

3. Es centrifuguen les mostres 5 minuts a 1000 rpm a temperatura ambient. Es retira el
sobrenedant i el pellet es resuspén generalment amb 10 ml de DMEM complet (el volum
depeén de la mida del pellet de cél-lules obtingut). L’homogenat obtingut es passa per un filtre

de 100 um per evitar agregats.
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4. Es procedeix a la sembra de ceél-lules en flascons, amb la relacié de 1 flascé per cada 3

cries de rata, afegint medi DMEM complet fins a 10 ml. S’incuben a 37°C.

5. Es canvia el medi el dia seglent, i cada 2-3 dies.

C) Purificacio del cultiu d’astrocits

1. Un cop sembrat el cultiu, el qual esta format per cél-lules glials (astrocits,

oligodendrocits i microglia) es deixa créixer entre 7-10 dies fins que arriba a la maxima

confluéncia.

2. Per eliminar els oligodendrocits i la microglia i aconseguir un cultiu pur d’astrocits, es
procedeix a fer una agitacié6 mecanica forta, ja que els astrocits sén capagos d’enganxar-se
molt bé a la superficie plastica de la placa, mentre que la resta de cél-lules no. Per aquest
pas, es canvia el medi dels flascons unes hores abans de I'agitaci6 i es deixen equilibrar a
lincubador per tal que agafin la concentracié6 adequada de CO,. En un incubador a 37°C
s’ha d’instal-lar un agitador on s’han col-locat els flascons amb el tap ben tancat i segellats

amb parafilm.
3. Es procedeix a una agitacié durant tota la nit a 250 rpm a 37°C.

4. S’obté un cultiu primari d’astrocits de rata d’aproximadament un 95% de puresa. Es retira

el sobrenedant, es fan 3 rentats amb PBS 1X esteéril i es tripsinitzen els astrocits.

5. Finalment es fa un comtatge de cél-lules i es sembren les plaques de cultiu a una densitat
de 50.000-80.000 cél-lules en plaques de 24 pous, 200.000 en plaques de 6 pous i 10° en

plaques de 100 mm de diametre.
6. El medi es canvia cada 3-4 dies.

7. Quan el cultiu pur arriba a una confluéncia del 80% es procedeix a realitzar el tractament
amb Ara C 4 uM (dilucié 1/1000 del stock preparat). Es un compost que inhibeix la sintesi de
DNA, i que provoca que els astrocits es parin en la fase GO/G1 del seu cicle cel-lular. Es
cultiven d’aquesta forma durant 3 setmanes, i es procedeix a fer els experiments. Aquesta
parada de cicle amb Ara C es realitza perqué experiments previs en el grup van demostrar
gue es necessita aquest tractament per observar una localitzaci6 de MLC1 a les unions

astrocitaries .
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3.2.2 Obtencio de cultius primaris d’oligodendrocits de rata

e Materials i reactius

- Rates de la soca Sprague-Dawley (Charles River).

- Material de cirurgia (tisores, pinces de microcirurgia i micropinces tallants).
- Plaques de Petri de 10 cm i de 35 mm de diametre.

- Plaques Sterillin.

- Pipetes Pasteur de plastic estérils.

- Pipetes Pasteur de vidre estérils.

- Cobreobjectes esteérils .

- Tubs falcon estérils de 15 ml i de 50 ml.

- Filtre estéril de 40 um Falcon.

- Flascons de 25 ml.

- Cambra de Neubauer.

- Lupa binocular (Nikon).

- Medi de disseccié (PBS 1X; 0,3% BSA; 0,6% glucosa) estéril, a 4°C.
- Medi DMEM (Biological Industries) complet.

- Medi DMEM20S (20% FBS inactivat, 1% glutamina, 1% penicilina/estreptomicina, 1%

piruvat de sodi).

- Medi BDM (DMEM, 1% glutamina, 1% piruvat de sodi, 0,1 %BSA, 50 ug/ml apo-

trasnferrina, 50 pg/ml insulina, 30 nM Na-selenita, 10nM D-biotina, 10 nM hidrocortisona).
- Medi OPC (BDM + 10ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF).

- Medi de diferenciacié (BDM + 30 nM triiodotironina, 20ng/ml CNTF, 10uM forskolina).

- Tripsina-EDTA 1X (Biological Industries) complet.

- DNAsa | (1000 U/ml en 0,15 M NacCl).

- Poly-D,L-ornitina (Sigma)
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* Metodologia

A) Disseccio

Es el mateix procediment que en cas de realitzar un cultiu primari d’astrocits (apartat 3.2.1).
B) Cultiu

Es el mateix procediment que en cas de realitzar un cultiu primari d’astrocits perd en aquest
cas el medi utilitzat és el DMEM20S (apartat 3.2.1).

C) Aillament d’'OPCs

1. Quan els flascons arriben a la maxima confluéncia cal aixecar el cultiu per tal d’aillar els

oligodendrocits de la resta de cél-lules glials.

2. Es fa una pre-agitacio de les cél-lules a 37°C durant 1 hora a 200 rpm. Cal que els taps

del flascons estiguin ben tancat amb parafilm per evitar contaminacions.

3. Es decarta el medi dels flascons i es posa de nou 10 ml de DMEM20S. Els flascons es

deixen a l'incubador a 37°C durant unes hores.
4. Es procedeix a fer una agitacié durant tota la nit (12-16 hores) a 250 rpm a 37°C.

5. Passades les hores, es recullen les cel-lules en suspensié dels flascons i es dipositen a
una placa no tractada pero estéril (Sterillin). Podem tornar a afegir 10 ml de DMEM20S als

flascons i repetir I'agitacié o també es poden utilitzar per a obtenir astrocits.

6. Incubar les plaques durant 30-60 minuts a I'incubador de primaris a 37°C per tal de que

els astrocits i la microglia que ens haguem pogut emportar es quedin enganxats a la placa

7. De manera suau, es mouen a les plaques en cercle i es recol-lecten les cél-lules en

suspensié en un tub de 50 ml.

8. Aquestes cel-lules es passen de nou per un filtre estéril, aquest cop de 20-40 um, i es

dipositen en un nou tub de 50 ml.
9. Es centrifuguen les cél-lules 10 minuts a 800 rpm.

10. Cuidadosament s’elimina el sobrenedant sense desenganxar el pellet. Cal anar amb molt

de compte perqué aquest pellet és molt petit.

11. Es resuspén el pellet en 500l de medi OPC.
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12. Es compten les cél-lules i es planten en diferents plaques per a relitzar els experiments.
Les plaques han d’estar pre-tractades amb poly-D,L-ornitina (soluci6é de treball 50ug/ml). Es
sembren unes 10000-15000 cel-lules per pou. Cal afegir medi OPC a les plaques on s’han

plantat els oligodendrocits.

13. Quan el cultiu arriba a una alta confluéncia és es poden diferenciar les cél-lules. Cal
canviar el medi OPC pel medi de diferenciacio, el qual porta T3, forskolina i CNTF, i incubar

les cél-lules amb aquest nou medi durant 3-5 dies.

3.3.3 Tractaments aplicats als cultius primaris d’astrocits i d’oligodendrocits

En estudis previs del grup, fets per la Dra.Tania Lépez, s’havia determinat que en certes
condicions la proteina GlialCAM tenia un efecte especific i es podia concentrar més en les
unions astrocitaries. Per aquesta rad, s’han continuat aquests estudis i s’han determinat uns

tractaments concrets per a poder estudiar la relacié funcional entre MLC1, GlialCAM i CIC-2.

e Materials i reactius

- Astrocits i oligodendrocits de rata i ratoli diferenciats

- Solucié fisioldgica : 122 mM NacCl, 3,3 mM KCI, 0,4 mM MgSO,, 1,3 mM CacCl,, 1,2 mM
KH,PO,4, 25 mM Hepes, 10 mM glucosa, pH 7.2, 300 mOsm/kg d’aigua.

- Solucié d’alt contingut de potassi:60 mM NaCl, 60 mM KCI, 0,4 mM MgSO,, 1,3 mM
CaCly, 1,2 mM KH,PO,4, 25 mM Hepes, 10 mM glucosa, pH 7.2, 300 mOsm/kg d’aigua.

* Metodologia

1. Els astrocits sembrats en plaques de 6 i 24 pous, i oligodendrocits sembrats en plaques
de 24 es tracten amb les solucions fisiologica i d’alt contingut de potassi durant 6 hores.

Després les cél-lules son processades per a fer WB i immunoflorescéncia.

3.3.4 Visualitzacié de vacuoles mitjangant Calcein AM

La Calcein AM (Invitrogen) és un marcador fluorescent que s’excita a 485 nm i emet a 530
nm (color verd). Les modificacions que s’han fet en els acids carboxilics de la calceina amb
esters acetoximetilics (AM) provoquen que la molécula perdi la carrega i pugui travessar la
membrana cel-lular. Un cop dins la cél-lula, la calceina és hidrolitzada per esterases
endogenes que la carreguen negativament i aixd fa que quedi retinguda en el citoplasma

cel-lular.
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Aquest marcador s’utilitza normalment per a dur a terme experiments d’imaging ja que ajuda

a poder visualitzar canvis en el cultiu cel-lular.

En la present Tesi s’ha utilitzat per a poder detectar si els astrocits del ratoli knock-out

presentaven o no vacuoles.

e Materials i reactius

- Astrocits KO i WT diferenciats 3 setmanes amb AraC
- Calcein AM (Sigma) 2uM

- Solucié fisioldgica : 122 mM NacCl, 3,3 mM KCI, 0,4 mM MgSO,, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM
KH2PO,4, 25 mM Hepes, 10 mM glucosa, pH 7.2, 300 mOsm/kg d’aigua

* Metodologia

1. S’agafen cél-lules necessaries i es passen a una altra placa de 24 pous on hi ha solucié

fisiologica.

2. Després les ceél-lules s’incuben durant 10 minuts amb la calceina 2uM en medi fisiologic,

tapades de la llum.

3. El cubreobjectes es monta en una camareta per tal de poder visualitzar les cél-lules in
vivo. Cal posar-hi una mica de soluci6 fisioldgica a sobre per tal que no s’assequin les

cél-lules.

4. S'observen les cél-lules en el microscopi invertit de florescéncia Olympus DSU amb

spinning disk i es fan fotos de diferents regions dels cubreobijectes.

3.4 AMPLIFICACIO | OBTENCIO D’ADENOVIRUS
3.4.1 Adenovirus

Els adenovirus son virus nus, icosaedrics, amb fibres en els seus veértexs. El seu genoma,
d’aproximadament 36 Kb, esta constituit per una doble cadena linear de DNA. El genoma
dels adenovirus es divideix en gens primerencs (E1 a E4) i gens tardans (L1 a L5). Degut a
que la capacitat del genoma adenoviral per dirigir la produccidé d’adenovirus resideix en les
sequencies ubicades al gen E1, les estratégies per produir vectors adenovirals consisteixen
en eliminar aquestes seqtiencies i incorporar en el seu lloc el gen d’interés, generant aixi un
vector adenoviral sense capacitat de replicacié. El posterior creixement i amplificacié del

vector es realitza utilitzant una linia cel-lular complementaria, que conté la seqiéncia E1 en
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el seu genoma. Per ultim, el vector adenoviral que conté el gen d’interés és linealitzat per un
mecanisme mediat per un receptor, i una vegada a I'endosoma és lisat. EI DNA viral
contenint el gen d’interés és alliberat al citoplasma i accedeix al nucli on resideix com un

DNA extracromosomic (episoma), dirigint 'expressié del gen d’interés.

Degut a la dificultat de transfectar astrocits primaris de rata, en els darrers anys en el nostre
laboratori s’han produit adenovirus que expressessin les proteines d’interés per cada estudi
o els miRNAs per obtenir els models cel-lulars determinats. Els adenovirus (AdVs) sén
relativament facils d’obtenir aixi com de manipular. A més a més, I'eficiéncia d’'infeccié és
molt alta, aconseguint un nivell d’expressié de les proteines molt alt i practicament a totes

les cél-lules.

El sistema que s’ha utilitzat per a I'obtencié d’adenovirus és el ViraPower Adenoviral
Expression System (Invitrogen). Aquest sistema permet crear adenovirus no replicatius ni
integratius que sén usats per a I'expressio temporal del gen d’interés, tant en cél-lules
eucariotes divisories com en les no divisories. S’obtenen uns stocks virals d’alt titol, els quals
es poden amplificar i purificar. S’ha de tenir en compte que s’ha de treballar en condicions
de Bioseguritat 2. El vector d’expressi6 que s’ha utilitzat és el pAdV/CMV/V5-DEST
compatible amb el sistema Gateway (Invitrogen), el qual conté els ITRs 5’ i 3’ i la senyal
d’encapsidacié necessaris per empaquetar el gen d’interés en els virions. La proteina
necessaria per a I'expressio dels gens E1 esta integrada a la linia cel-lular HEK293 en trans,

la qual s’utilitza per a la seva produccio.

Els stocks virals es poden amplificar, i fins i tot purificar, amb I'objectiu d’obtenir un stock
concentrat i més net, afavorint el seu Us en els casos on es necessita una multiplicitat
d’'infeccié (MOI) molt alta, ja que els stocks virals estan compostos per les particules virals
perd, a més a meés, per medi i per restes cel-lulars que poden interferir en determinats

experiments.

* Metodologia

1. Es sembra una placa de 100 mm de diametre amb HEK293 de passatge baix amb medi
DMEM complet amb NE-AA i s’infecta amb una MOI de 1 amb I'adenovirus a amplificar (la

infecci6 es pot fer en cél-lules en suspensi6é o adherides a la placa).

2. S’incuba de 2 a 4 dies fins que l'efecte citopatic és del 80-100%, es recull el medi i les
cél-lules (cru viral) i es transfereixen a un tub de 15 ml ben resupeses. Es fan 3 cicles de

congelacié (30 minuts a -80°C) i descongelacié (15 minuts com a maxim a 37°C), i es
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centrifuga el lisat cel-lular durant 15 minuts a 3000 r.p.m per tal d’eliminar les restes

cel-lulars.

3. Es recull el medi i totes les cél-lules directament de la placa i es posen en un tub de 15 ml.
Es centrifuga a 1000 rpm durant 5 minuts i es resuspén el pellet de cél-lules amb 0,8 ml de

medi DMEM complet fresc en un tub eppendorf.

4. Es fan aliquotes amb el sobrenedant en criotubs que es guarden a -80°C. Encara que els
stocks virals sb6n bastant estables als processos de congelacié/descongelacio, és
recomanable no usar stocks que hagin estat descongelats més de 10 vegades, atés que el

seu titol haura disminuit.

3.4.2 Titulacié d’adenovirus

La titulacid de les particules virals es pot fer per 2 métodes, depenent de si 'adenovirus que

s’ha construit expressa una proteina fluorescent o no.

* Metodologia per adenovirus que expressen una proteina fluorescent

1. Es sembren 30.000 cel-lules HEK 293 en una placa de 96 pous. Cada pou ha de tenir un
volum final de 100 pl.

2. La placa s’incuba a 37°C durant 6-8 hores.

3. Infectar les cél-lules amb molt de compte ja que les HEK tenen una baixa adheréncia. En
el primer pou s’hi addiciona 10 ul de virus i es fan dilucions successives a partir del primer

pou. Cal canviar la punta a casa pou per tal d’evitar errors de pipeteig.
4. Al mati seglient s’ha de canviar el medi.

5. Per a poder titular es fa és el seglient: fer una foto de cada dilucid6 amb el filtre GFP del
microscopi Olympus DSU amb spinning disk. Imprimir les fotos i contar el nombre de
cél-lules verdes (infectades) que hi ha per foto. El titol es calcula amb la segiient férmula i es

dona en Transduction Units/ml (TU/ml):

TU/ml = dilucié x % cél-lules fluorescents x 1000

e Metodologia per adenovirus que no expressen una proteina fluorescente

En aquest cas cal seguir els mateixos passos perd per a poder titular cal fer una

immunocitoquimica ja que no podem veure els virus directament.
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1. Retirar el medi de la placa i deixar-la assecar durant 2-5 minuts a temperatura ambient.
2. Afegir 100 pl de metanol fred i incubar a -20°C durant 10 minuts.
3. Aspirar el metanol i rentar les cél-lules dues vegades amb 100yl de PBS 1X.

4. Incubar durant 1-2 hores amb anticds primari (1/100) en un volum final de 50 pl/pou de
PBS 1X + 1% BSA. Cal que estigui tapat de la llum.

5. Rentar 3 cops amb PBS1X+1%BSA.

6.Incubar durant 1-2 hores amb anticds secundari (1/300) en un volum final de 50 pl/pou de
PBS 1X + 1% BSA. Cal que estigui tapat de la llum.

7. Rentar 3 cops amb PBS 1X

8. Fer fotos en el microscopi Olympus DSU amb spinning disk i fer el comptatge de la

mateixa manera que abans.

3.5 TRANSDUCCIO D’ASTROCITS AMB ADENOVIRUS

Per infectar astrocits amb adenovirus, el procediment rutinari ha sigut el segient.

1. Abans que el cultiu compleixi les 3 setmanes s’efectua la infeccioé dels astrocits amb els
adenovirus. Per aix0, s’elimina una mica de medi dels pous i s’afegeixen els adenovirus a la
MOI d’infeccié adequada. En cada tipus d’experiment, tant la MOI d’infeccié com el dia en
que s’ha infectat els astrocits ha sigut diferent. Habitualment per adenovirus que expressen
les proteines d’interés (MLC1, GlialCAM, CIC-2), s’ha utilitzat una MOI de 2-3 i la infecci6
s’ha dut a terme 2 dies abans que el cultiu compleixi 3 setmanes. En canvi, quan s’han
generat els models knock-down de malaltia en astrocits, mitjangant els adenovirus que
expressen miRNA contra MLC1 o contra GlialCAM, s’ha hagut de conéixer la minima MOI
necessaria per eliminar els nivells de les proteines d’interés i els dies que es requereixen
perqué aixo es produeixi. En el cas dels miRNAs contra MLC1, la infecci6é s’ha fet a MOI 5,
entre 5-6 dies abans de les 3 setmanes de cultiu. En canvi, els miRNAs contra GlialCAM
necessiten d’una infeccié a MOI 10, 7 dies abans de les 3 setmanes de cultiu. En el cas que
s’hagi complementat el model knock-down amb I'expressié d’alguna proteina, primer s’ha
portat a terme la infeccié amb 'adenovirus que expressa el miRNA i posteriorment la infeccio
amb l'adenovirus d’expressié de la proteina corresponent, mantenint els temps i les MOI

d’infeccié determinats en cada cas.
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2. El dia seglient a la infeccio, es retira el medi i es renten els astrocits amb PBS 1X estéril,
amb la finalitat d’eliminar les restes virals que puguin quedar. Es torna a afegir medi DMEM

complet + Ara C i s’incuben a l'incubador a 37°C fins que siguin processats.
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4. TECNIQUES RELACIONADES AMB L’HISTOLOGIA

Les tecniques histologiques com sén, per exemple, la immunohistoquimica o la microscopia
electronica, es duen a terme en estudis d’anatomia patoldgia i biologia cel-lular per tal
d’estudiar la localitzacié d’una proteina. En el nostre cas s’ha estudiat la localitzacié de
MLC1, GlialCAM i CIC-2 en diferents mostres de teixit, aixi com les modificacions a nivell

tissular o les caracteristiques de la patologia MLC.

Per a l'utilitzacié d’aquest tipus de técniques, els animals utilitzats han de ser anestesiats i

sacrificats préviament. A continuacié s’extreuen els teixits que es volen utilitzar.

4.1 OBTENCIO | PROCESSAMENT DE TEIXITS
4.1.1 Obtencié dels teixits: Cervell, cerebel, medul-la espinal i retina

Per extreure el cervell, el cerebel, la medul-la i la retina, primerament s’obre el crani per la
seva part superior amb I'ajuda d’unes tisores de disseccid, fins a descobrir el cervell. Es
realitzen uns petits talls als costats per tal de no danyar els teixits. Passant unes pinces per

sota del cerebel i amb compte, s’extreu el cervell, cerebel i medul-la espinal.

A) Cervell, cerebel i medul-la espinal: Per a I'obtenci6é de teixits per a realitzar estudis de

WB, s’han utilitzat ratolins d’entre edats post-natals (P0-P2) fins a edats adultes. Els animals
recent nascuts s’adormen en gel. Els animals adults es sacrifiquen en CO, i s’extreuen els

teixits rapidament i es guarden en neu carbédnica.

Per obtenir la retina, s’extreu l'ull des de la conca ocular amb molt de compte, incolent el

fragment de nervi optic contigu a ell.

B) Retina : S’han realitzat estudis de localitzacié en retina en ratolins adults.

4.1.2 Fixacio dels teixits

e Materials i reactius

- Material de cirurgia (tisores, pinces de microcirurgia i micropinces tallants).
-PFA 4% en PBS 1XpH 7.4
- Isofluora

- Sacarosa
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- Bomba de perfusio

* Metodologia

A) Cervell, cerebel i medul-la espinal: Primerament I'animal s’anestésia amb isofluora. Quan

'animal esta anestesiat s'immobilitza de manera que la caixa toracica quedi accessible.
Seguidament, s’efectua una escisi6 de manera que la caixa toracica queda descoberta i es
disecciona I'estern¢ fins arribar al cor. Es fa una petita escisié en l'auricula dreta i una petita
escisio en el ventricle esquerra, per a poder introduir una canula acoblada a la bomba de
perfusi6. D’aquesta manera el PFA 4% es bombejat de manera constant a través del
sistema circulatori de I'animal i els diferents teixits son fixats. Després s’extreuen els teixits

que interessin i es post-fixen durant 24 hores amb el mateix PFA 4%.

B) Retina : Quan s’ha extret I'ull es submergeix en PFA 4% i es fa una punxada en la ora
serrata i es deixa que es fixi durant 3 minuts. Passat aquest temps és fa una escisi6 a través
de la ora serrata per tal d’eliminar la cornea. Es deixa fixant 15 minuts més. Després
s’elimina la lent, evitant que hi hagi despreniment. La lent es passa a un tub amb 2 ml de

PFA 4% i es deixa durant 2 hores en agitacio.

4.1.3 Crioproteccio, inclusio i tall

e Materials i reactius

- Sacarosa al 15% i al 30% en PBS 1X.
- O.C.T. (TissueTek)
- Nitrogen liquid
- Criostat (Leica)
* Metodologia

A) Cervell, cerebel i medul-la espinal: Passades aquestes 24 hores els teixits es passen a un

tub amb Sacarosa 30% en PBS per eliminar I'excés de PFA 4% i d’aquesta manera el teixit

gqueda totalment protegit gracies a la solucién crioprotectora.

B) Retina: Passades les 2 hores de fixacio, se li fan 3 rentats al teixit de 10 minuts amb PBS
1X. Després es deixa en sacarosa 15% durant 15 minuts. Passat aquest temps, el teixit es

traspassa a un tub amb sacarosa 30% i es deixa tota la nit a 4°C.
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Els teixits crioprotegits sén inclosos en un motlle on hi ha una solucié especial per efectuar
talls per congelacié, O.C.T. Aquests motlles sén congelats dins d’'un recipient en contacte

amb nitrogen liquid. Els motlles un cop congelats es guarden a -80°C.

Per a tallar els blocs es va utilitzar un criostat (Leica). Aquest aparell conté un microtom
situat al seu interior i que es troba a una temperatura entre -18°C -20°C i manté congelat el
bloc sense que es danyi el teixit. Els cervell, cerebel i medul-la es van tallar amb un gruix

d’entre 30-40 um. En el cas de la retina, els talls van ser de 15 um.

En el cas dels talls de retina, aquests es van montar directamente en portaobjectes els quals
es van gelatinitzar. Per a preparar-los cal gelatina al 5% en aigua Milli-Q en continua agitacié
i escalfant-ho a 40°C per aconseguir una completa homogenitzaci6. Seguidament, s’hi
submergeixen els portaobjectes durants uns segons i posteriorment es deixen assecar

durant tota la nit a temperatura ambient.

4.2 TECNIQUES D’IMMUNOLOCALITZACIO

Les técniques d’immunolocalitzaci6 es basen en la capacitat dels anticossos d’unir-se
especificament als seus corresponents antigens. La reaccié especifica antigen-anticos
nomeés es visible si I'anticos esta marcat amb una substancia que, a partir d’'una reacci6
enzimatica, produeix coloraci6, emet llum, o es tracta d’un fluorofor que absorbéix llum a una

determinada longitud d’ona i emet a una longitud d’ona major.

4.2.1 Immunohistoquimica: Métode del complex estreptavidina-biotina (ABC)

Aquesta técnica es basa en la forta afinitat entre la biotina i I'avidina/estreptavidina. L’anticos

secundari és el que es troba marcat amb la biotina.

e Materials i reactius

- Placa de cultius de 24 pous.

- Pinzell.

- Portaobjectes i cobreobjectes.
- PBS 1X.

- PB 0,4M.

- Soluci6 inhibidora de peroxidasa enddgena (2% H,0,, 10% metanol, PBS 1X).
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- PBS-trité X-100 (0,3-0,5%).

- Soluci6 de bloqueig (PBS 1X, 10% seérum normal de cabra (NGS), 0,3-0,5 % tritd).
- Anticossos primaris (dilucié 1/100 en solucié de bloqueig)

- Anticos secundari biotinilat (dilucié 1/200 en soluci6 de bloqueig).

- Complex Streptavidina-peroxidasa (dilucié 1/400 en solucién de bloqueig).

- DAB 1% (Sigma).

- Lupa.

- Mowiol.

* Metodologia

1. S’escullen les llesques de teixit que es volen i s’introduiexen en els pous de la placa de

cultius.
2. Es fan 3 rentats amb PBS1X

3. A continuacio6 s’incuba el teixit amb la solucié inhibidora de peroxidada enddgena durant
10 minuts. Cal que no es sobrepassi aquest temps ja que aquesta solucié és molt agresiva

pel teixit.
4. Es fan 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1X per eliminar I'excés de solucié inhibidora.

5. Seguidament es realitza la permeabilitzacié del teixit. Depenent del tipus de mostra
s’utilitza una concentracié de tritd o una altra. Per a teixit de ratoli adult s’utilitza trit6 X-100
0,3% en PBS1X i si el teixit €s d’huma s’utilitza tritd X-100 0,5 % en PBS 1X.

6. Incubacié amb la solucié de bloqueig durant 2 hores a temperatura ambient i en constant
agitacio. Cal fer el bloqueig amb un sérum de diferent animal del que s’ha extret I'anticos

primari per evitar interaccions inespecifiques.
7. Incubacio6 de I'anticos primari diluit amb solucié de bloquieg a 4°C durant tota la nit.

8. Atemperar les mostres durant 30 minuts. Seguidament s’efectuen 3 rentats de 10 minuts

amb solucié de permeabilitzacié.

9. S’incuba I'anticds secundari biotinilat diluit amb solucié de bloqueig durant 1 hora. Aquest

anticos ha d’unir-se especificament a les cadenes pesades de I'anticds primari i per tant ha
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de venir d’'un animal diferent. En aquest treball s’ha utilitzat I'anticos goat anti-rabbit (Vector
Laboratories).

10. S’efectuen 3 rentats amb solucié de permeabilitzacié i seguidament s’incuba el complex
avidina/streptavidina-biotina-peroxidasa (Amersham) a dilucié6 1/400 durant 2 hores a

temperatura ambient. Cal que es mantigui fora de la llum.
11. Es fan 3 rentats amb solucié de permeablitzacié i 3 rentats més amb PBS 1X.
12. A continuacié es dur a terme el revelat mitjancant la reaccié de dos reactius:
El substrat de la peroxidasa (H2,0;): 1% en PB
La diaminobenzimida (DAB) 1% : 0,03 % en PB

Per a cada ml de DAB 0,03 % en la mostra, s’afegeix 2 ul de 1% H,O, Cal extremer les

condicions de treball amb la DAB ja que és un compost molt toxic.

13. Quan les mostres aconsegueixen una tonalitat marronosa es para la reacci6 afegint PBS

1X i es fan 3 rentats de 10 minuts.

14. El teixit es monta sobre un portaobjectes i s’elimina I'excés de PBS 1X amb molt de

compte amb I'ajuda d’un pinzell i sota la lupa.
15. S’afegeix una gota de Mowiol sobre el teixit i s’hi posa un cobreobjecte a sobre.

16. Les mostres ja estan preparades per a ser observades en el microscopi optic.

4.1.2 Immunoflorescéncia per talls gruixuts

Els anticossos utilitzats en aquesta técnica estan marcats amb un fluorocrom. Interessa
poder detectar diferents proteines en la mateixa mostra i en aquest cas podem fer dobles o

triples marcatges utilitzant colors diferents per a la detecci6.

e Materials i reactius

- Placa de cultius de 24 pous.

- Pinzell.

- Portaobjectes i cobreobjectes.
- PBS 1X.

- PBS-trit6 X-100 (0,3-0,5%, soluci6é de permeabilitzacio).
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- Solucio6 de bloqueig (PBS 1X, 10% sérum normal de cabra (NGS), 0,3-0,5 % tritd).
- Anticossos primari (dilucié 1/100 en solucié de bloqueig).

- Anticossos secundaris (Alexas 488 i 568, dilucié 1/500 en solucié de bloqueig).

- Medi de montatge : Mowiol/Vectashield.

- Lupa.

* Metodologia

1. Preparacié de les mostres en una placa de cultiu de 24 pous. Es fa un rentat rapid amb
PBS 1X.

2. A continuacio, es realitzen 2 rentats de 10 minuts amb PBS 1X.
3. Després es fan 3 rentats més. Aquest cop amb la solucié de permeabilitzacié

4. Les mostres es bloquegen durant 1-2 hores a temperatura ambient i en constant agitacié.

Afegim uns 300-500 ul de solucié de bloqueig per pou.

5. Les mostres s’incuben amb I'anticds primari durant tota la nit a 4°C. Cal que hi hagi un

volum entre 300-500 pl per pou.

6. Deixem atemperar la placa durant 30 minuts i a continuacié se li fan 3 rentats de 10

minuts amb solucié de permeabilitzacié.

7. Incubacié amb I'anticds secundari durant 2 hores a temperatura ambient i tapat de la llum.

8. Les mostres es renten 3 cops amb PBS 1X i seguidament es monten sobre els

cobreojectes amb I'ajuda d’un pinzell i sota una lupa, per tal que no quedin plecs en el teixit.

9. Les mostres sén observades amb els objectius de 60x i 20x en el microscopi confocal

Nikon Eclipse Ti.

4.1.2 Immunoflorescéncia per talls fins

Aquest tipus d'immunofluorescéncia s’utilitza per a talls menors de 30 ym. El procediment és
similar pero cal fer-lo tot a sobre dels talls, els quals ja estan montats en portaobjectes
gelatinitzats. Es molt important crear un entorn hidrofobic al voltant dels talls amb un llapis
especial (PAP-PEN, Sigma) i mantenir els portaobjectes en una camera humida durant tot el

proces.
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4.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA

La tecnica de miscroscopia electronica utilitza electrons per a formar imatges d’objectes
diminuts. Els microscopis electronics permeten treballar amb augments molt superiors als
microscopis convencionals (fins a 500.00 augments) degut a que la longitud d’ona dels
electrons és més baixa que la dels fotons. Aquest tipus de microscopi funciona amb un feix
d’electrons accelerat per un alt voltatge i focalitzats a través de lents magnétiques.
L’amplificacié de I'imatge es produeix a partir d’'un conjunt de lents que formen una imatge
sobre una placa fotografica o sobre una placa sensible a l'impacte d’electrons que

transfereix la imatge ja formada a la pantalla de I'ordinador.

El métode de fixacid utilitzat per als teixits processats per aquesta técnica és la perfusié en
ratolins adults. La solucié fixadora que s’ha d’utilitzar en aquest cas ha de ser. PFA 4%,
gluteraldehid 0,1 % i CaCl 0,5 % en PB 0,1 M. S'utilitza aquest tampé ja que preserva millor

les estructures cel-lulars.

El processament de les mostres analitzades per aquesta tecnica va ser desenvolupat pel Dr.
Albert Martinez del Departament de Biologia cel-lular de la Universitat de Barcelona i pel Dr.

Isidre Ferrer del Departament d’Anatomia Patoldgica de la Universitat de Barcelona.
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5. GENERACIO DEL RATOLI KNOCK-OUT CONDICIONAL PER Mic1

El fet de desconéixer la funcié de la proteina MLC1 dificulta molt el poder avancgar en I'estudi
d’aquesta leucoencefalopatia. Per aquesta rad es va decidir generar un ratoli knock-out

condicional per Mic1.

5.1 DISSENY DE L’ESTRATEGIA

La primera part de generacio6 del ratoli condicional es va dur a terme a I'lCS (Institut Clinique
de la Souris, Strasbourg). Anteriorment s’havia intentat generar en el laboratori perd no va

ser possible degut a la complexitat del métode.

L’estrategia es va basar en el métode Cre/loxP (Bouvier and Cheng, 2009). Mitjangant

I'introduccio de seqliencies loxP, en que es van flanquejar els exons 2 i 3.

LoxP LoxP
ATG STOP
E1 E2 E3 E4ES E6 E7 E8 E9 E10 EN E12

1,8 kb

Figura 24. Esquema de l'estratégia per a generar el ratoli knock-out condicional per Mic1. En vermell
s’observa la situacio de les sequieéncies loxP. La distancia entre les dues seqiiéncies és de 1,8 kbases. En gris es

representen els exons (E) amb el cod6 d’inici ATG, en verd, i el codé STOP en blau.

5.2 GENERACIO DE LA COLONIA DE RATOLINS KNOCK-OUT DE Mic1

Per a poder obtenir la nostra colonia MLC es van fer una série de creuaments per tal de

poder obtenir els animals necessaris per als experiments.

Aixi doncs, el primer que es va fer va ser creuar el ratoli que provenia de I'lCS amb un ratoli
que contenia la recombinasa Cre, per tal d’introduir la Cre i d’aques manera poder “tallar” la
regié entre I'exd 2 i 3, lloc on estaven localitzades les seqiiéncies loxP. En aquest punt

s’havia obtingut la generaci6 d’animals FO.

Quan s’havia obtingut un ratoli el qual havia incorporat la Cre, aquest es creuava amb un
ratoli C57BI6. El seglient pas era eliminar la recombinasa i obtenir la generacié F1.

D’aquesta F1 es seleccionaven els animals que eren heterozigots, els quals ja havien
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eliminat la Cre, i es creuaven amb altres heterozigots. Els animals que sorgien d’aquest ultim

creuament serien la generacié F2 i s’obtenien els 3 genotips possibles: wild-type, heterozigot

i knock-out. Aquests serien els animals amb els que es realitzarien els experiments (Figura

25).

FO

F1

F2

Figura 25. Esquema de la generacié de la colonia d’animals knock-out de Mic1. S’esquematitza els diferents
creuaments generats per a I'obtencioé dels animals de la generacié F2. WT: wild-type; HET: heterozigot; KO:

knock-out.

5.3 GENOTIPATGE DELS ANIMALS
5.3.1. Extracci6é de DNA
Per a extreure DNA i saber si els animals sén wild-type, knock-out o heterozigots seguim el

seglent procediment.

e Materials i reactius

- Tubs eppendorfs.
- Ganivetes.

- NaOH 50mM.

- Tris 1M.

- Nanodrop.
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* Metodologia

1. Es talla una petita part de cua dels animals (0,3-0,5 cm) i es diposita en un eppendorf.

o a0 A~ WOWDN

. Es neutralitza amb Tris 1M.

. Es centrifuga durant 10 minuts a 13.000 r.p.m.

5.3.2 PCR del genotipatge
Per a fer les PCRs dels genotipatges s’han utilitzat diferents primers:

Aquests primers s’han aparellat segons si era per a detectar la banda knock-out o la banda

. Extracci6 del DNA. Primerament s’afegeixen 100 yl de NaOH 50 mM.

. Tot seguit s'incuba a 99°C durant uns 30 minuts. Cal que estigui en agitacio.

. Es recull el sobrenedant i es quantifica la concentraci6 en el Nanodrop.

#608-Lf (LF): CTGAATCTAGATGAGTTTGGGTGGC (25pb)

#610-Lr (LR): GAAAACCCTCTAATTGTAGTAAGTG (25pb)

#609-Ir (LR2): GCACCACAGCACCACAACATGC (22pb)

wild-type. Aixi doncs, les parelles de primers per a les PCRs son les seglents:

#608/#610 : PCR banda WT (243 pb)

#608/#609: PCR banda KO (338 pb)

PCR WT

Tamp6 Polimerasa (10X) 1 pl
dNTPs (1,25 mM) 0,3 pl

MgCl; (50 mM) 0,3 pl

Primer Lf (forward) (5 uM) 0,5l
Primer Lr (reverse) (5 uM) 0,5 pl
DNA (50 ng) 1 pl

Taq Bio Therm 0,15 pl

Aigua Milli-Q 6,25 pl

Volum final 10 pl

PCR KO

Tamp6 Polimerasa (10X) 1 pl
dNTPs (1,25 mM) 0,3 pl

MgCl, (50 mM) 0,3 pl

Primer Lf (forward) (5 uM) 0,5l
Primer Ir (reverse) (5 uM) 0,5 pl
DNA (50 ng) 1 pl

Taq Bio Therm 0,15 pl

Aigua Milli-Q 6,25 pl

Volum final 10 pl
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La reacci6 de PCR es fa en tubs de 0,2 o 0,5 ml i s'incuba en un termociclador amb un
programa predeterminat. Quan es realitza una primera PCR cal optimitzar el procés, variant

els diferents parametres de la reaccié.
Aixi doncs, per la Taq Bio Therm el programa que s’ha utilitzat és el segient:

Inici: 5 minuts a 94°C
Desnaturalitzacié: 20 segons a 94°C
Hibridacié: 30 segons a 60°C 30 cicles
Elongaci6: 1minut a 72°C

Elongaci6 final: 7 minuts a 72°C

Finalment es deixa a 4°C

Quan la PCR ha finalitzat es fa un gel d’agarosa al 2% i es fa I'eletroforesi de 4 pl del
producte de PCR juntament amb 1 pl del tampd 6X. L’electroforesi es deixa coérrer durant
uns 20 minuts a 120 kV.

500pb —>
250pb—>

Figura 26. Exemple d’un gel d’agarosa on es mostra les bandes obtingudes a partir de la PCR del
genotipatge. S’observen les diferents bandes que corresponen als diferents genotips que poden tenir els
animals. Es mostren els controls utilitzats. C: control; C-: control negatiu; WT:wild-type; MUT:knock-out;

H:heterozigot.
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ANNEX 1: SOLUCIONS D’US GENERAL

AMPICIL-LINA

Es dissol I'ampicil-lina en aigua Milli-Q a 100 mg/ml, es filtra a 0,22 ym i es guarda
aliquotada a -20°C. Una vegada descongelada, es manté en gel. S’ha de tenir en compte

que I'ampicil-lina s’inactiva a temperatures superiors a 55°C. Es treballa a 100 ug/ml.

KANAMICINA

Es dissol la kanamicina en aigua Milli-Q a 25 mg/ml i s’aliquota a -20°C. La concentraci6 de

treball és 25 pg/ml.

CLORAMFENICOL

Es dissol en metanol a 25 mg/ml i es guarda aliquotada a -20°C. La concentraci6 de treball

és de 25 pug/ml.

ESTREPTOMICINA

Es dissol en aigua Milli-Q a 30 mg/ml i s’aliquota a -20°C. Es treballa a 30 pg/ml.

MEDI LB, LB-AGAR

Es dissol en aigua Milli-Q, 1% triptona, 0,5% extracte de llevat, 1% NaCl. En el cas de
preparar LB-Agar, s’afegeix I'agar (1,5% en pes) a 'ampolla que conté LB. S’autoclava, es
deixa refredar fins a 50°C i s’hi afegeix I'antibiotic (si és necessari). S’aboca a les plaques de
Petri i es deixa solidificar a temperatura ambient. Les plaques es guarden a 4°C en posicio

invertida.

MEDI SOC

Es dissolen 20 g triptona, 5 g extracte de llevat, 0,5 g NaCl, 2,5 ml KCI 1M, 20 ml glucosa 1

M en 1 | d’aigua Milli-Q i s’autoclava.

TAE 50X

Es pesen 242 g de Tris Base, i s’afegeixen 57,1 ml d’acid acétic i 100 ml de EDTA 0,5 M.
S’ajusta amb aigua fins a un litre. PBS 10X. Es dissol en aigua Milli-Q, 1,36 M NaCl, 27 mM
KCI, 80 mM NayHPO,4, 15 mM K;HPO, i s’ajusta el pH a 7,4 amb HCI. Si el PBS 1X és per

cultius, s’autoclava.
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PARAFORMALDEHID (PFA) 4% EN PBS

Cal manipular el PFA sempre sota la campana perqué és molt toxic. Per 500 ml, es pesen
20 g de paraformaldehid en un vas de precipitats de vidre. En un altre vas s’escalfa 450 ml
d’aigua Milli-Q fins que arriba a 60°C. Es va abocant l'aigua calenta al vas amb el PFA i es
barreja amb un agitador. Quan esta dissolt es tiren 2-3 gotes de NaOH 1 N fins que la
solucié quedi transparent. Es deixa refredar i s’afegeixen 50 ml de PBS 10X. Es fan

aliquotes i es congelen a -20°C.

TAMPO DE CARREGA DE PROTEINES LSB 4X

En un volum de 40 ml, es preparen 8 ml de Tris HCI 2 M a pH 6,8, 32 ml de glicerol, 3,2 g de
SDS i 160 ul de blau de bromofenol. Si és necessari es poden afegir agents reductors: 1-
10% B-Mercaptoetanol o 100mM DTT.

TAMPO D’ELECTROFORESI 10X

(Tris base 250 mM, glicina 1,91 M, SDS 1%). Per un litre es pesen: 30,3 g de Tris, 144 g de
glicinai 10 g de SDS. S’ajusta el pH a 8,3.

TAMPO DE TRANSFERENCIA 10X

(Tris base 250 mM, glicina 1,92 mM). Per un litre es pesen: 30,3 g de Tris i 144 g de glicina.
S’ajusta a pH 8,3. Tampéd de transferéncia 1X: 100 ml de tampé de transferéncia 10X, 200

ml de metanol i 700 ml d’aigua. Es pot reciclar un parell de vegades guardant-lo a 4°C.

TTBS 10X

Es dissol en aigua Milli-Q, 1,5 M NaCl, 100 mM Tris HCI, i s’ajusta a un pH de 7,4.
Posteriorment se |i afegeix 1% de Tween-20 o Trité X-100 i s’agita suaument fins que el

detergent queda ben dissolt.

ECL

Es preparen 2 solucions stock: una de 90 mM d’acid coumaric i una altra de 250 mM de
luminol, ambdues amb DMSO, protegides de la llum, i guardades a -20°C. Solucié A: 5 ml
Tris 1 M pH 8,5, 45 ml aigua, 110 ul d’acid coumaric 90 mM, 250 pl de luminol 250 mM.
Solucié B: 100 pyl H202 al 30% i 900 ul d’aigua. Les dues solucions es conserven a 4°C
protegides de la llum. El reactiu ECL pel revelat es fa amb una relacié 1 ml solucié A + 15 ul

solucio B.
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TRIS 1M

Es pesen 60,5 g de 2-Amino-2(hydroxymethyl)-1-3propanediol (Tris) en 500 ml d’aigua Milli-
Q. S’ajusta al pH desitjat i es filtra.

EDTA 0,5M

Es dissol 90,3 g d’acid etilen-diamino-tetra-acétic (EDTA) en aigua destil-lada i s’ajusta el pH
a 8 amb NaOH (la soluci6 passa de térbola a transparent).

HEPES 1M

Es pesen 119 g de 4-2 (Hydroxyerhyl)-1-piperazineethane-sulfonic acid (Hepes) en 500 ml
d’aigua Milli-Q. S’ajusta el pH a 7,4 i es filtra.
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ANNEX 2: CONTRUCCIONS GENERADES PER BIOLOGIA
MOLECULAR

S’inclouen totes les construccions generades i utilitzades tant en els projectes inclosos en

els objectius de la tesi com els inclosos en altres projectes.

ENTRY CLONES EXPRESSION CLONES
HA-MLC1S69L-HA loop B1B2 HA-MLC1S69L-HA loop pcDNA3
GlialCAM EmGFP B1B2 Split 1 HA-MLC-HA pcDNA3
EmGFP B1B5R Split 2 HA-MLC-HA pcDNA3
zCIC-2 B1B5R Glial CAM-EmGFP pcDNA3
zCIC-K B1B5R Glial CAMR92Q-EmGFP pcDNA3
zCIC-K B5B2 Glial CAMR92W-EmGFP pcDNA3
zCIC-K B1B5R zGlialCAMa-Flag pcDNA3
GFAP B1B5R zGlial CAMb-Flag pcDNA3
-globin B5B4 zGlialCAMaG89S-Flag pcDNA3
Glial CAM-EmGFP B4RB3R zGlialCAMaG89D-Flag pcDNA3
Hgh pA B3B2 zGlialCAMaD128N-Flag pcDNA3

zGlialCAMa-HA pcDNA3
zCIC-2a-Flag pcDNA3
zCIC-2b-Flag pcDNA3
zCIC-2c-Flag pcDNA3
HA-zBart pcDNA3
zBart-HA pcDNA3
EmGFP-zCICK pcDNA3

zCICK-EmGFP pcDNA3
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La Leucoencefalopatia Megalencefalica MLC és una malaltia rara que afecta principalment
la integritat de la mielina causant un quadre clinic caracteristic en els pacients, principalment
marcat per la preséncia de vacuoles i per la manifestaci6 de macrocefalia durant el primer

any de vida (van der Knaap et al., 2012).

El primer gen descrit de la malaltia va ser MLC1 (MIM #604004) el qual s’ha trobat mutat en
el 75% dels pacients afectats (llja Boor et al., 2006). Recentment, en el nostre grup de
recerca, es va descriure un segon gen implicat en aquesta malaltia anomenat GLIALCAM
(MIM#611642) (L6pez-Hernandez et al., 2011a).

La dificultat d’estudi que presenta la fisiopatologia MLC per ser una malaltia rara, va fer
plantejar I'objectiu de generar un model animal per poder avangar en la investigacié. Fins al
moment només s’havia pogut treballar amb models in vitro, com sén els models knock-down
generats mitjancant RNA d’interferéncia per a MLC1 i per a GlialCAM utilitzats en cultius
primaris d’astrocits de rata i generats en el grup (Capdevila-Nortes et al., 2013; Duarri et al.,
2011).

Aquest capitol s’ha desenvolupat en dues parts ja que per una banda s’ha caracteritzat el
model de ratoli knock-out per la malaltia i per laltra s’han caracteritzat les cél-lules

astrocitaries derivades d’ell.

PART 1: MODEL ANIMAL

1. GENERACIO DEL RATOLI KNOCK-OUT CONDICIONAL PER AL GEN Mic1.

Quan es va comencar el projecte de la generacié del model de ratoli knock-out per Mic1,
primerament es va intentar desenvolupar en el laboratori perd al sorgir diferents problemes
es va decidir generar el ratoli knock-out a llnstitut Clinique de la Souris (Strasbourg,

Franga).

L’estratégia que es va seguir per a dissenyar aquest model animal es va basar en el sistema
Cre-Lox P (Bouvier and Cheng, 2009). Es van flanquejar els exons 2 i 3 del gen Mic1
mitjangant la incorporaci6 de seqiiéncies loxP, perqué en I'exd 2 es troba el codé d’inici de la
traducci6 (Figura 24, Capitol 5 de Materials i Métodes). Es va triar aquesta regié per tenir
més possibilitat d’eliminar per complet la proteina, ja que els exons 2 i 3 es troben in frame i
a banda codifiquen pel primer i segon segment transmembrana. Per tant, flanquejar aquesta

regié permetria eliminar la funcionalitat de la proteina.
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Aixi doncs, en primer lloc es va buscar (a partir de bases de dades) un BAC adequat (RP24-
467419), que acotés la regid6 de Mic1, i un vector recombinant on es pogués clonar el

constructe.

El vector de recombinaci6é havia d’incorporar regions homologues a banda i banda del gen
que permetessin dirigir la recombinacié homologa a les cél-lules ES (cél-lules embrionaries).
El constructe va constar del cassetfe FRTNeoFRT, el qual incorporava un brag homoleg 5’,
amb les seqiéncies loxP, i un bra¢g homoleg 3’. Per tal de poder realitzar una seleccié
positiva i poder aillar els clons que havien incorporat la modificacié genetica, el constructe
també havia d’incloure el gen Neo, el qual es troba sota control del promotor de la

fosfoglicerat quinasa-1 (PGK-1).

El segiient pas va ser electroporar les cel-lules ES amb el constructe que incorporava el gen
Neo i els llocs loxP. Els clons positius aillats es van analitzar per PCR, per Southern Blot i

finalment es van cariotipar.

Es van obtenir 4 ratolins quimeres, és a dir, 4 animals que havien incorporat les cél-lules ES
amb la modificacié correcta. Aquests animals es distingien pel seu pelatge marré degut a la
barreja de les dues soques, la 129Sv de caracter agouti (marré) degut a les cél-lules ES i la
C57bl6 de pelatge negre degut als blastocits. Posteriorment les quimeres es van creuar amb
el ratoli Flp de la soca C57bl6 per tal d’eliminar el cassette Neo, ja que la recombinasa Flp
reconeix els llocs FRT. El pas seglient va ser creuar I'animal que havia eliminat el cassette i
qgue incorporava les seqléncies loxP, anomenat ratoli floxed, amb un ratoli que expressava
la recombinasa Cre a tot arreu (Figura 25, Capitol 5 de Materials i Métodes). La
descendéncia obtinguda havia eliminat la regié que coprenien els exons 2 i 3. Posteriorment,
aquests animals que havien eliminat els exons 2 i 3 i que eren Cre®*, es van creuar amb
ratolins de la soca C57bl6 per tal d’eliminar la Cre. Els animals obtinguts d’aquest darrer
creuament eren heterozigots, els quals es van creuar entre ells per a poder generar la
colonia MLCA1.

1.1 LA COLONIA MLC1

La colonia de ratolins MLC1 generada es va mantenir en I'estabulari SPF de I'IDIBELL sota
les condicions Optimes d’esterilitat i neteja segons la normativa vigent (seguint les
especificacions de la AAALAC).
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Heréncia mendeliana

lﬂ\mﬁ EBE
“\\ E_ o 50,54%
% O 2728% 21,67%
’ & e &

Figura 27. Animals F2 de la colonia MLC1. Genotips WT (+/+), KO (-/-) i HET (+/-). Es representa graficament
I’heréncia mendeliana dels d’animals existents en la colonia de ratolins: WT= 309; KO=241; HET=562.

Els animals corresponents a la generacié F2 de la colonia i que van ser utilitzats per a
realitzar aquest treball van ser un total de 1112 animals els quals presentaven els diferents
genotips wild-type (WT), knock-out (KO) i heterozigots (HET). Es van obtenir 309 animals
WT, 241 animals KO i 562 animals heterozigots. Els percentatge obtingut de cada genotip
seguia una heréncia mendeliana confirmant que els animals mancats del gen Mic1 eren

viables i fertils (Figura 27).
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Figura 28. Seguiment del pes dels animals F2 de la colonia MLC1. Grafica representativa dels pesos d’alguns

animals (mascles i femelles) a diferents mesos d’edat. WT: wild-type; KO:knock-out.

Els ratolins de la colonia MLC1 van ser controlats periodicament. Tot i que a la figura 28 es
mostra que els mascles, tant dels animals wild-type com dels animals knock-out, tenien un

pes major a les femelles i que els animals knock-out mostraven sempre un major pes
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respecte els wild-type, tant en femelles com en mascles, aquestes diferéncies no eren

significatives.

1.2 ANALISI DE LA DEFICIENCIA DE LA PROTEINA MLC1

El primer pas per a la caracteritzacié de la colonia knock-out era 'estudi de I'expressio de la
proteina MLC1 mitjangant WB i RT-PCR, per tal de verificar que aquesta havia estat

eliminada per complet.

Per a realitzar els estudis d’expressié de la proteina MLC1 en el model knock-out, es van
utilitzar els animals F2 de la coldnia. Els animals ja s’havien genotipat préviament i, per tant,
se sabia quin fenotip tenien perd calia estudiar si realment la generacié del knock-out
eliminava per complet la proteina. Primerament, mitjangant WB, és va realitzar un analisi de
MLC1 a partir d’'un extracte total de proteina. Es van utilitzar mostres de cervell i de cerebel
de cada fenotip. Es va poder observar I'abséncia de la proteina MLC1 en els animals knock-
out respecte els animals wild-type i els heterozigots (Figura 29 A). Aquests primers resultats

mostraven que als animals knock-out els mancava la proteina MLCA1.

En paral-lel també es van estudiar els nivells de RNA missatger mitjan¢cant RT-PCR. Es van
utilitzar dues parelles de primers. Primer, es va realitzar una PCR utilitzant uns primers que
amplificaven una regié compresa entre els exons 4 i 5. En el knock-out es va observar que hi
havia una senyal similar a la que s’observava a la mostra de I'heterozigot, indicant que el
MRNA no es degradava. Després es va realitzar una altra PCR utilitzant uns primers que, en
aquest cas, amplificaven la regié compresa entre els exons 2 i 3 (regi6é del gen eliminada en
la generacié del knock-out). Aquesta segona PCR no mostrava senyal de RNA. Aquests
resultats indicaven que l'al-lel mutant es transcrivia, que el mRNA no es degradava i que
aquest mRNA es trobava mancat dels exons 2 i 3 del gen. Aquests experiments van ser

realitzats pel Dr. Miguel Lopez de Heredia (IDIBELL).
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Figura 29. Deficiéncia de la proteina MLC1. A) Analisi de la proteina MLC1 mitjangant estudis de WB en
extractes cervell i cerebel d’animals WT, KO i HET. Es detecta MLC1 utilitzant un anticds contra la part N-
terminal. B) Estudi dels nivells de mRNA mitjangant RT-PCR, utilitzant diferents parelles de primers. Mic1:
amplifica la regié compresa entre els exons 4 i 5. Mic1 E2+E3: amplifica la regié compresa entre els exons 2 i 3).

Cv: cervell; Cb: cerebel; WT:wild-type; KO: knock-out; HET: heterozigot.

Un altre factor important era saber si per a realitzar els experiments previstos per a la

caracteritzacio del model es podien utilitzar tant els mascles com les femelles.

Mitjancant estudis de WB es va poder comprovar que tant els mascles com les femelles
wild-type mostraven nivells d’expressio de proteina MLC1 similars, tant en els extracte de
cervell com en els extractes de cerebel. Els extractes de teixits dels animals knock-out
mostraven la manca de la proteina en ambdés sexes (Figura 30). Aixi doncs, a partir
d’aquest moment els animals utilitzats per a la caracteritzacié de la colonia knock-out per
Mic1 serien dels dos sexes a excepcio dels experiments de comportament, ja que per

possibles efectes hormonals s’acostumen a utilitzar només els mascles.
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Figura 30. Estudi de la proteina MLC1 segons el sexe. Estudi de la proteina MLC1 en mascles i femelles
mitjangant WB utilitzant extracte total de proteina obtinguda del cervell i del cerebel en animals WT i KO. Es
detecta MLC1 utilitzant un anticos contra la part N-terminal. S'utilitza I'actina com a control de carrega. Cv:

cervell; Cb: cerebel; WT:wild-type; KO: knock-out.

El Dr. Oscar Teijido, antic membre del grup, també havia realitzat estudis de I'expressié de
la proteina MLC1 en diferents teixits de rata els quals havien donat negatius a excepci6 dels
que ja s’havien descrit. En el cas del ratoli knock-out també es van realitzar estudis de
I'expressio de la proteina a diferents teixits per tal de comprovar que realment la proteina

MLC1 només s’expressa en el sistema nervios.
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Figura 31. Analisi de la proteina MLC1 en diferents teixits del ratoli knock-out. Estudi de I'expressié de la
proteina MLC1 mitjangant WB utilitzant extracte total de proteina de quadriceps, pulmo, pancrees, fetge, ull, cor,

melsa i intesti. Es detecta MLC1 utilitzant un anticos contra la part N-terminal.

L’antiga membre del grup, la Dra. Marisol Montolio, va determinar la preséncia de la proteina

en diferents teixits de ratoli (Figura 31). Aquests experiments van determinar que la proteina
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MLC1 no s’expressava en cap dels teixits estudiats de la mateixa manera que s’havia
observat anteriorment en els teixits de rata. Es van observar, perd, algunes bandes en
diversos teixits com en el pulmo, fetge, cor o quadriceps, perd no seguien un mateix patro i
no corresponien al pes molecular en que es troba la proteina. Per tant, amb aquests

resultats es va corroborar que la proteina MLC1 només s’expressava en el sistema nervioés.

1.3 ESTUDI DE L’ESPECIFICITAT DELS ANTICOSSOS GENERATS CONTRA LA
PROTEINA MLC1

En els darrers anys, el nostre grup de recerca, ha anat desenvolupant diferents tipus d’eines
per tal d‘estudiar més acuradament la proteina MLC1 i la leucodistrofia MLC, com els

diferents anticossos generats contra aquesta proteina.

En un primer instant es van generar 4 anticossos contra les parts N-terminal i C-terminal de
la proteina MLC1 de ratoli, que es van utilitzar per a la caracteritzacié de la proteina al llarg
del desenvolupament (Teijido et al., 2004, 2007) perd cap d’aquests anticossos detectava la
proteina humana. Per aquesta rad es va decidir generar 3 anticossos més contra la proteina
humana i d’aquesta manera poder disposar de més eines per a I'estudi de la malaltia (Duarri
et al., 2008). Els anticossos contra la proteina humana, en canvi, si que eren capacos de
detectar la proteina de ratoli. D’altra banda, també es va desenvolupar un anticos contra la

proteina de ratoli pero fet en guinea pig (conillet d’indies).

A partir de teixit del ratoli wild-type i knock-out es va realitzar un estudi de la proteina MLC1
utilitzant aquests anticossos generats en el laboratori per tal de saber si realment aquests

anticossos eren del tot especifics.

Anteriorment s’havia descrit que en estadis post-natals els nivells més alts d’expressi6 de la
proteina MLC1 eren en el cerebel, principalment en la capa molecular on es troben situats
els processos apicals de la glia de Bergmann, (Teijido et al., 2004, 2007). Per aquest motiu
es va decidir realitzar els primers estudis de localitzacié de la proteina en la regi6é del

cerebel.
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A)

Cerebel (glia de Bergmann) WT

B)

Cerebel (glia de Bergmann) KO

Figura 32. Estudi de la de la proteina MLC1 en la glia de Bergmann a partir dels diferents anticossos
generats al laboratori. A) Estudi de la localitzaci6 de la proteina MLC1 mitjangant immunohistoquimica per DAB
en cerebel de ratoli WT utilitzant els anticossos segiients: N4 contra la proteina ratoli, N4+N5 contra la proteina
de ratoli, N4 contra la proteina humana, N5 contra la proteina de ratoli i N5 contra la proteina humana B) Estudi
de la localitzacié de la proteina MLC1 mitjangant immunohistoquimica per DAB en cerebel de ratoli KO utilitzant
els anticossos seglients: N4 contra la proteina ratoli, N4+N5 contra la proteina de ratoli, N4 contra la proteina
humana, N5 contra la proteina de ratoli i N5 contra la proteina humana. WT:wild-type; KO: knock-out. Barra : 200

um.
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Els anticossos utilitzats per aquests estudis van ser els seglents: N4 contra la proteina de
ratoli, N4+N5 contra la proteina de ratoli, N5 contra la proteina de ratoli, N4 contra la
proteina humana i N5 contra la proteina humana. Els anticossos van donar positius per a la
localitzacié de la proteina MLC1 en la glia de Bergmann en els animals wild-type (Figura 32
A). No obstant, I'anticos N5 de ratoli, a diferéncia dels altres, donava una marca més suau
de la proteina molts cops gairebé indetectable. En el cas dels animals knock-out, tots els
anticossos van donar negatius en aquesta regi6é (Figura 32 B). Aquests resultats indicaven

que la majoria dels anticossos eren especifics per la proteina en aquesta regio.

Aquests resultats també van mostrar que amb uns anticossos la proteina es detectava de
manera més clara essent per tant aquests anticossos més especifics. Per exemple I'anticos
N4+N5 contra la proteina de ratoli, el qual es una barreja de dos peptids, I'anticos N4 contra
la proteina de ratoli i el N4 contra la proteina humana eren els que mostraven una marca

més definida en els processos apicals de la glia de Bergmann.

Paral-lelament també es van realitzar estudis d'immunohistoquimica per DAB per tal de
poder detectar la proteina en els astrdcits localitzats al voltant dels vasos sanguinis tal i com

s’havia descrit anteriorment (Teijido et al., 2004).
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Figura 33. Estudi de la proteina MLC1 als peus astrocitaris al voltant dels vasos sanguinis. Estudi de la
localitzacié de la proteina MLC1 al voltant dels vasos sanguinis (fletxes), mitjangant immunohistoquimica per

DAB utilitzant I'anticos N4+N5 contra la proteina de ratoli. WT: wild-type; KO:knock-out. Barra : 200 um.

Mitjancant aquesta teécnica només es van poder obtenir imatges que mostraven una bona
senyal de la proteina al voltant dels vasos amb I'anticos N4+N5 contra la proteina de ratoli
(Figura 33, fletxes). Les imatges obtingudes amb els altres anticossos mostraven un
marcatge de la proteina més difus segurament per algun defecte de la técnica i pel fet que la

proteina no fos tan abundant en aquesta regié com en el cerebel (imatges no mostrades).
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Anteriorment, també s’havia descrit que MLC1 es trobava localitzada en neurones (Teijido et
al., 2004, 2007). La possible localitzacié neuronal de MLC1 havia generat controvérsies
entre els diferents grups que estudien la malaltia (Boor et al., 2005; Schmitt et al., 2003).
Durant la realitzacié de I'estudi de la localitzacié de la proteina MLC1 en el model de ratoli,
es va observar que el cervell de I'animal knock-out presentava marca positiva en els feixos
d’axons a diferents regions, com sén I'hipocamp i el bulb olfactiu (Figura 34, fletxes).
Aquests resultats estaven indicant que la marca que s’havia observat i descrit anteriorment
en les neurones no era especifica i que, per tant, la proteina MLC1 no es troba present en

les neurones.

Hipocamp Bulb olfactiu
[ 3
- 3
. - o=
o o s
/
N4 + NSratoli —— N4+ NS5 ratoli <’

Figura 34. Estudi de la proteina de MLC1 en les neurones. Localitzacié de MLC1 en tractes axonals (fletxes)
en I'hipocamp i en el bulb olfactiu del ratoli knock-out essent aquesta per tant una marca inespecifica. Barra: 200

um.

A banda de l'estudi de la localitzacié de la proteina també es van realitzar estudis de
deteccié en extractes de membrana provinents d’animals wild-type i knock-out mitjangant
WB. Els resultats van determinar que tots els anticossos utilitzats per a la realitzacié de
I'experiment mostraven una senyal relativament alta en els teixits del wild-type i en el pes
molecular corresponent al dimer i al monomer. En el cas de I'anticos N4+N5 fet en guinea
pig, el WB mostrava una doble banda en el mondmer a 36kDa indicant que I'anticds no era
del tot especific per la proteina mitjancant aquesta técnica. La utilitzacié de I'anticds contra
un peptid de la part C-terminal de la proteina, mostrava I'abséncia de la proteina en el dimer
a 72 kDa (Figura 35). Aquest resultat era important ja que per a la generacié de I'animal
knock-out no s’havia eliminat la part C-terminal de la proteina i, per tant, aquestes dades

corroboraven la manca de MLC1.

En base als resultats descrits anteriorment, els anticossos escollits per a la realitzacié dels
diferents experiments d’aquest treball van ser, el N4 contra la proteina de ratoli, el N4+N5

contra la proteina de ratoli i el N4 contra la proteina humana.
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Figura 35. Analisi de la proteina MLC1 en el ratoli knock-out a partir dels diferents anticossos generats al
laboratori. Estudi de I'expressio de la proteina MLC1 mitjangant WB utilitzant extractes de proteina total de
cervell i de cerebel d’animals wild-type i knock-out utilitzant els anticossos seglients: N4 contra la proteina de
ratoli, N4+N5 contra la proteina de ratoli, N5 contra la proteina de ratoli, N4 contra la proteina humana, Nt contra
la proteina humana, N4+N5 contra la proteina de ratoli fet en guinea pig i C-terminal contra la proteina de ratoli

(fletxa: banda especifica per a la proteina amb I'anticos C-terminal). Cv:cervell; Cb:cerebel.

Una vegada verificat que el model knock-out per Mic1 era deficient per la proteina i que era
un model viable per a I'estudi de la malaltia, es va realitzar la caracteritzacié del fenotip dels

animals.

2. CARACTERITZACIO DE L’ANIMAL KNOCK-OUT DE Mic1

2.1 ANALISI DE LA PROTEINA MLC1

Després de comprovar que I'animal no expressava la proteina i que els anticossos dels
quals es disposava eren especifics, es van analitzar més detingudament els teixits dels
ratolis knock-out i wild-type, duent a terme estudis de localitzacié per immunofluorescéncia
utilitzant I'anticos N4 contra la proteina de ratoli. Per tal d’assegurar-nos que la proteina
MLC1 no es trobava present en els astrocits es van fer dobles marcatges amb GFAP, ja que

aquesta és una proteina tipica d’aquest tipus cel-lular.

Donada la bona deteccié de la proteina MLC1 en la glia de Bergmann del ratoli, els estudis
de localitzaci6 es van centrar en aquesta regi6 i al voltant del vasos sanguinis en diferents

regions del cervell.
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Figura 36. Analisi de la proteina MLC1 en el teixit del ratoli knock-out. A) Estudi de la localitzaci6 de la
proteina MLC1 a partir d'immunofluorescéncies de doble marcatge amb GFAP realitzades en el cervell i el
cerebel del ratoli knock-out i del ratoli wild-type. B) Estudi de I'expressioé de la proteina MLC1 mitjangant WB a
partir d’extractes de membrana de cervell i de cerebel dels animals knock-out i wild-type. Es detecta MLC1
utilitzant I'anticos N4 (ratoli) contra la part N-terminal i GFAP amb un anticds comercial. S’utilitza I'actina com a

control de carrega. Cv:cervell; Cb:cerebel; WT: wild-type; KO: knock-out. Barra: 20 um.

Els nous resultats, d’acord amb els resultats obtinguts anteriorment en teixit de rata i de
ratoli, mostraven una clara colocalitzacié de les dues proteines en el cervell i en el cerebel
control (wild-type). En el cervell wild-type la proteina MLC1 es trobava localitzada en els
astrocits perivasculars, situats al voltant del vasos sanguinis. En el cas del cervell del knock-
out s'observava la total abséncia de la proteina. Paral-lelament també es van fer
immunofluorescencies en el cerebel dels animals wild-type i knock-out. En aquest cas també

es va apreciar la manca de la proteina MLC1 en la glia de Bergmann en el teixit del knock-
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out respecte el wild-type, el qual mostrava una clara marca de la proteina en els processos

apicals d’aquesta regi6 del cerebel (Figura 36 A).

Es va analitzar de nou la preséncia de la proteina MLC1 mitjangant WB, aquest cop a partir
d’extractes de membrana. La proteina MLC1 és trobava absent tant en el cervell com en el
cerebel del ratoli knock-out. Amb l'extracte del teixit wild-type s’apreciava una marca clara
de la proteina en el seu correcte pes molecular i en major quantitat en el cerebel respecte el

cervell (Figura 36 B).

2.2 ESTUDI DEL FENOTIP VACUOLITZANT A PARTIR DE RESSONANCIA MAGNETICA
D’IMATGE (MRI)

La Leucoencefalopatia Megalencefalica és una malaltia que es diagnostica seguint uns
criteris clinics i a partir de neuroimatges obtingudes mitjangant estudis de ressonancia

magnética d'imatge (MRI).

Els criteris de MRI per constatar que un pacient presenta MLC sén : 1) mostrar macrocefalia;
2) mostrar una senyal difusa i una certa inflamacié en la substancia blanca; 3) preservacié
de regions com sén el cos callés, la capsula interna i el bulb raquidi; 4) abséncia
d’anormalitats en la regi6é de la substancia gris; i 5) preséncia de quists subcorticals a les
regions anterior-temporal i en alguns casos a la regi6é fronto-parietal (van der Knaap et al.,
1995a, 2012).

Seguint aquests criteris, es va decidir analitzar els animals knock-out a partir de MRI de la
mateixa manera que es fa amb els pacients. Aquests analisis es van realitzar amb

col-laboracié amb la Dra. Guadalupe Soria (IDIBAPS).

Actualment la técnica de MRI és una eina molt valuosa per a I'estudi i el diagnodstic de
malalties neurologiques ja que es una técnica no invasiva. Els equips de MRI son aparells
de gran precisié que obtenen informacié sobre la distribucié dels atoms en el cos. L'element
principal de I'equip és un iman que genera un camp magnétic constant de gran intensitat. Es
produeix un alineament dels protons amb el camp magneétic de I'iman i posteriorment I'equip
emet polsos de radiofreqiiéncia per tal de canviar el camp magnétic dels protons al
transmetre energia. Quan els polsos de radiofreqiiéncia cessen, la magnetitzaci6 torna als
seu estat normal i s’allibera energia. Aquesta alliberacié d’energia es mesura en temps de
relaxacié T1 (relaxacio longitudinal) i T2 (relaxacié transversal). Les imatges obtingudes
amb les mesures de T1 indiqguen que estructures amb un temps de relaxaci6 curt, com per
exemple la grassa corporal, apareix amb una alta intensitat de senyal. En canvi, l'aigua o

estructures riques en aigua, com per exemple el liquid cefaloraquidi, apareixen amb una



Resultats. Capitol 1 156

baixa intensitat. Les imatges obtingudes amb les mesures de T2 indiquen que estructures
amb un temps de relaxaci6 més llarg, com per exemple l'aigua, apareixen amb una alta
intensitat de senyal a diferéncia de les estructures amb temps de relaxacié més curt. La
utilitat basica de les imatges potenciades amb T1 i T2 esta en qué aquestes proporcionen

una detallada i excel-lent anatomia ajudant a la deteccié de possibles entitats patologiques.

En un primer intent de I'estudi del fenotip mitjancant MRI, és van analitzar animals que
tenien entre 5 i 6 mesos d’edat. En el cas de la MLC es requeria de les imatges potenciades
en T2, ja que es volia saber si els animals knock-out estaven acumulant aigua en les seves
cavitats. Els primers resultats obtinguts no mostraven cap diferéncia d’intensitat en les
imatges T2 entre I'animal knock-out i el wild-type, indicant que no hi havia acumulaci6é
d’aigua. Aquests primers resultats van fer pensar que possiblement, a diferéncia del que
passa en humans, el ratoli presentaria un fenotip més tarda tal i com passa amb altres
models animals de leuocoencefalopaties; per exemple en el model de I’Adrenoleucodistrofia
(Pujol, 2002).

Posteriorment, es van analitzar dos animals knock-out de 18 mesos d’edat i un animal wild-
type de la mateixa edat. En aquest cas, les imatges obtingudes mostraven que els animals
knock-out si que presentaven hiperintensitats en la substancia blanca del cerebel essent
aquesta més difusa. En canvi, I'animal wild-type no mostrava cap tipus de dany (dades no
mostrades). El fet que els animals mostressin un fenotip tan tarda podria dificultar molt els
estudis posteriors, ja que es necessitaria que els animals fossin vells per a poder
caracteritzar degudament el model. Per aquesta rad, es van seleccionar animals d’altres
edats per analitzar a partir de MRI i saber si el fenotip es podia observar en els animals més

joves.

Per a realitzar aquest tercer experiment es van escollir animals d'ambdés genotips a les
edats compreses entre 7-8 mesos i 12-13 mesos. Els resultats obtinguts a partir de les
imatges de MRI van ser molt positius ja que es va observar un fenotip caracteristic a les
diferents edats seleccionades similar al que s’observa en els pacients que pateixen la

fisiopatologia MLC (Figura 37).
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Figura 37. Preséncia del fenotip vacuolitzant observat mitjangant imatges de MRI en animals knock-out a
diferents edats. Estudi de les imatges de MRI en T2 realitzades en animals WT i KO a diferents edats.
S’observen hiperintensitat en el cerebel indicant que la substancia blanca es troba difusa (fletxes). WT: wild-type,
Mic1**; KO: knock-out, Mic1 ™",

Les imatges T2 van mostrar una major intensitat en el cerebel dels animals knock-out, tant a
7-8 com a 12-13 mesos. Concretament es va observar una substancia blanca difusa (Figura
37, fletxes), de la mateixa manera que s’observa en els pacients que pateixen MLC. Aquesta
senyal de difusié implicava que hi havia una acumulacié d’aigua en la substancia blanca
d’aquesta regi6. D’altra banda, els animals wild-type no mostraven cap tipus d’intensitat
indicant que les seves cavitats es mantenien intactes i que, per tant, el que s’estava
observant en els animals knock-out era especific de la malaltia. En canvi, a diferéncia del

gue passa en humans, els animals knock-out estudiats no presentaven quists.

Quan es va observar el fenotip vacuolitzant en aquestes edats, es va pensar en reexaminar i
analitzar de manera acurada les imatges obtingudes anteriorment amb els animals de 5-6
mesos. Es va poder comprovar que aquests animals més joves ja comencgaven a tenir la
substancia blanca del cerebel una mica difusa (Figura 37, fletxes), indicant que el fenotip

apareixia en edats més primerenques.

Els resultats obtinguts a partir de les imatges de MRI en els animals a diferents edats,

indicaven que el fenotip vacuolitzant observat en el cerebel s’anava incrementant amb el
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temps ja que els animals de 12-13 mesos presentaven un major grau d’intensitat en la

substancia blanca del cerebel respecte els animals de 7-8 mesos i els de 5-6 mesos.

Aquests animals pero, no desenvolupaven macrocefalia aparent no mostraven preséncia de
quists. Aixi doncs, després d’observar, a partir de les imatges de MRI, que realment hi podia
haver una acumulacié d’aigua, va sorgir la pregunta de si podria existir algun tipus de

diferéncia en el volum del cervell entre els animals wild-type i els animals knock-out.

Es van analitzar les imatges obtingudes de 'analisi per MRI i es va quantificar el volum del
cervell de cada animal wild-type i de cada animal knock-out. Cada imatge de MRI esta
formada per una seqiiéncia d’imatges (40 stacks). A partir de cada imatge individual de cada
animal, es van obtenir dades de diferents ROls (regions d’interés) seleccionades, incloent
cervell i cerebel. Cada area es va convertir a unitat de volum (mm?) i es va fer el calcul del

volum total de cada animal.

Volum del cervell

Figura 38. Volum del cervell dels animals knock-

500+ out analitzats per MRI. Quantificacié del volum
mitjangant les imatges T2. Unitats de volum: mm>.
_ 4004 Nombre d’animals utilitzats per a I'experiment: WT
£ (wild-type)=T7; n; KO (knock-out)=7. Estadistica: ***
. p<0,0001 t-Student no aparellada.
3004
200 T

WT (MIc1™") KO (Mlc1™)

Els calculs de volum realitzats en els animals d’ambdds genotips van demostrar que els
animals knock-out presentaven un volum significativament major en el cervell respecte els
animals wild-type, indicant que aquests animals estaven acumulant aigua en les seves

cavitats (Figura 38).

Per tant aquests resultats indicaven que tot i no poder observar macrocefalia en els animals
knock-out, aquests si que presentaven aquesta caracteristica fenotipica similar al que

mostraven els pacients amb MLC.



Resultats. Capitol 1 159

2.3 ESTUDI DEL FENOTIP VACUOLITZANT MITJANCANT ESTUDIS DE MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Anteriorment, mitjangant estudis de microscopia electronica realitzada en la biopsia d’un
pacients, s’havia demostrat que el fet de tenir la proteina MLC1 mutada originava vacuoles a

les capes més externes de la mielina (van der Knaap et al., 1996).

Anys després, reexaminant la bidopsia del mateix pacient és va observar que la preséncia de
vacuoles no era unicament en la substancia blanca siné que també es trobaven vacuoles als
astrocits. A part, s’havien generat models astrocitaris knock-down per RNA d’ interferéncia
de les proteines MLC1 i GlialCAM, i en tots dos casos, els astrocits amb expressié
disminuida de les proteines presentaven un gran nombre de vacuoles (Capdevila-Nortes et
al., 2013; Duarri et al., 2011).

En col-laboracié amb el grup del Dr. Isidre Ferrer (UB-IDIBELL) es van realitzar estudis de
microscopia electronica a les edats de 10 i 18 mesos per tal de comprovar si el model knock-

out generat també presentava vacuoles a la mielina i als astrocits.
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Figura 39. Preséncia del fenotip vacuolitzant observat mitjangcant microscopia electronica en el ratoli
knock-out. A i B) Imatges de teixit de I'animal KO a 10 mesos d’edat on s’observa la presénica de vacuoles
(asteriscs) a les capes més externes de la mielina. C i D) Imatges de teixit de I'animal KO a 18 mesos d’edat on
s’observa preséncia de vacuoles (asteriscs) al voltant de capil-lars, dels astrocits i a la substancia blanca del

cerebel. KO: knock-out, Mic1”. O: oligodendrocit; A: astrocit; C: capil-lars. Barra: 2um.
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Es va analitzar el cerebel dels animals i es va observar que en el teixit del wild-type les
estructures cel-lulars i 'organitzacié estaven intactes (dades no mostrades). En el teixit de
'animal knock-out de 10 mesos d’edat es podia observar la preséncia de vacuoles a les
capes més externes de la mielina dels axons del cerebel (asteriscs) (Figura 39 A i B). Les
imatges C i D de la figura 39, de teixit de I'animal knock-out a 18 mesos d’edat mostraven la
formacié de vacuoles (asteriscs), principalment localitzades en la substancia blanca del
cerebel i en aquest cas, també s’observaven vacuoles en els astrocits que es trobaven

rodejant els capil-lars.

Aixi doncs, es va determinar que el ratoli knock-out presentava un fenotip vacuolitzant
similar al que s’havia observat en els pacients i el que mostraven els models cel-lulars

astrocitaris knock-down.

Paral-lelament als estudis de microscopia electronica també es van dur a terme tincions
d’hematoxilina i eosina en teixits de I'animal wild-type i del knock-out a 10 mesos d’edat. Les
imatges de les tincions mostraven la preséncia d'una gran quantitat de vacuoles,
principalment en la regi6 de la substancia blanca localitzada entre les capes granulars del
cerebel del ratoli knock-out, com havien indicat les imatges de MRI. El teixit corresponent a
'animal wild-type mostrava intacta aquesta mateixa regid, indicant que les vacuoles eren

especifiques de la deficiéncia de la proteina MLC1 (Figura 40).

Cerebel WT Cerebel KO

Figura 40. Preséncia del fenotip vacuolitzant observat mitjancant histologia. Estudi de la integritat de la
substancia blanca mitjangant la realitzacié de tincions d’hematoxilina i eosina en el cerebel d’animals. En el teixit
de I'animal KO s’observa una gran gauntitat de vacuoles en la capa granular del cerebel. WT: wild-type; KO:

knock-out.
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2.4 ESTUDIS DE COMPORTAMENT | DE NEUROFISIOLOGIA EN EL RATOLi KNOCK-
ourt

La gran majoria de persones afectades per la MLC presenten deteriorament de les funcions
motores a diferents graus. Ja que alguns pacients també presenten deteriorament dels
potencials evocats visuals amb el temps (van der Knaap et al.,, 2012), es va procedir a
estudiar si aquests animals deficients en la proteina MLC1 mostraven algun tipus de
dificultat en les seves funcions motores i si presentaven algun tipus de deteriorament en els

Seus nervis.

En aquest apartat s’introdueixen les bases de les técniques per a poder entendre millor els

analisis que s’han fet i perqué s’han dut a terme per personal extern al nostre laboratori.

2.4.1 Test Rotarod

Els estudis de comportament es van realitzar amb la col-laboracié de la Dra. Mara Dierssen
(CRG).

Existeixen diferents tipus de tests de comportament per a I'estudi en models animals de
malalties. En el cas de les malalties neurologiques els tests estan enfocats principalment a
I'estudi de les funcions motores. Entre aquests diferents tests el Rotarod és el més utilitzat i
adequat per a I'estudi de déficits en el cerebel de rosegadors (Caston et al., 1995; Lalonde
et al., 1995). Aquest test és una prova de rendiment que es basa principalment en
l'avaluacio de I'equilibri i la coordinacié sensoriomotriu dels subjectes a partir de la rotacio

d’'una vareta amb l'activitat de la forga motriu (Shiotsuki et al., 2010).

Es va seleccionar un grup d’animals mascles knock-out i wild-type de 18 mesos d’edat, i
se’ls va realitzar el test Rotarod per intentar esbrinar si aquests animals presentaven algun

tipus de dificultat en els seus moviments a causa de la deficiéncia de MLC1.

Primerament se’ls va sotmetre un exercici amb una velocitat fixa (4 r.p.m.) per saber si els
animals knock-out mostraven una major dificultat d’aprenentatge (Figura 41 A). Tal com
s’observa en el grafic, no hi havia diferéncies entre els animals wild-type i els knock-out, per
tant aquests resultats indicaven que els dos grups eren capacos d’aprendre la tasca

correctament.

Després se’ls va aplicar un entrenament a diferents velocitats (4,9,14,19,24 i 34 r.p.m.) i es
va mesurar el temps de laténcia de caigudes. En aquest cas hi havia certes diferéncies, tot i
que no eren no significatives, entre els animals wild-type i knock-out. Els ratolins wild-type

aguantaven més temps a sobre de la vareta a les diferents velocitats aplicades respecte els
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animals knock-out, els quals queien més rapidament en la gran majoria de les velocitats. A

les velocitats majors tots els animals queien al poc temps de comencar la tasca (Figura 41

B).

Finalment se’ls va realitzar un estudi en que hi havia una acceleracié constant de 4 a 40
r.p.m. (Figura 41 C). En aquest cas no es van observar diferéncies entre els dos grups
d’animals. Ni els animals wild-type ni els animals knock-out van ser capacos de realitzar
aquesta tasca correctament, ja que tal i com s’observa en el grafic, els animals només eren
capacgos d’arribar la velocitat de 14 r.p.m. Aquests resultats van suggerir que la tasca

d’acceleracié no era adequada en aquest cas.
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Figura 41. Estudi de comportament del ratoli knock-out mitjangant el test Rotarod. A) Estudi d’aprenentatge
dels ratolins. B) Estudi del temps de laténcia de caigudes a diferents velocitats. C) Entrenament amb acceleracio.

Els animals utilitzats van ser n=9 els WT i n=12 els KO. Els animals tenien entre 19 i 17 mesos d’edat. WT: wild-

type; KO: knock-out. Estadistica: ns, t-Student no aparellada.

Els resultats obtinguts amb les diferents tasques realitzades mitjangant el test Rotarod

mostraven que els animals knock-out no presentaven cap tipus de disfuncié motora.
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2.4.2 Electroretinogrames i Auditory Brain Response (ABR)

A banda de les funcions motores, es van analitzar els nervis visuals i auditius, a partir de
potencials evocats. Aquests estudis es van realitzar amb la col-laboracié del Dr. Pedro de la
Villa (Universitat d’Alcald) i amb la Dra. Silvia Murillo i la Dra. Isabel Varela (S.E.A del I.I.B
“Alberto Sols” CSIC-UAM).

Els potencials evocats sén uns métodes d’exploracié neurofisioldogica que consisteixen en la
recepcio i identificacid de senyals bioeléctriques que es generen en el SNC o SNP, a partir
de l'estimulacié amb estimuls especifics de nervis periferics, 6rgans sensorials, estructures
centrals motores i d’arees corticals cognitives. Aquestes senyals bioeléctriques registrades
estan constituides per una seqiéncia d'ones de mida més petita, en el rang de uVv

(microvolts).

L’ull és un organ d’'una gran complexitat. Aquest es divideix en tres compartiments : 1) Capa
externa formada per la cornia i per darrera I'esclerodtica; 2) Capa mitja que també s’anomena
Uvea i esta formada per la coroides, el cos ciliar i liris; i 3) Capa interna, és la part
fotosensible de I'ull i esta formada per la retina. La retina consta de deu capes diferents de
les quals tres consisteixen en cossos neuronals separats per dos capes de sinapsis. S’han
descrit fins a 55 tipus cel-lulars diferents (Masland, 2001), els quals estan dividits en sis
grups fonamentals: fotoreceptors, cel-lules bipolars, ceél-lules horitzontals, cél-lules
amacrines, cél-lules interplexiformes i ceél-lules ganglionars. Es coneixen dos tipus de
fotoreceptors: els cons, els quals s’encarreguen de la visi6 dilirna, i els bastons, els quals

s’encarreguen de la visié nocturna.

La tecnica que s'utilitza principalment per a l'estudi de la funci6 de la retina son els
electroretinogrames (ERG). Aquesta técnica és basa en la resposta massiva de la retina a
I'estimulacié de la llum (Pinto and Enroth-Cugell, 2000; Ridder and Nusinowitz, 2006). La
resposta que recull el ERG és produida pel moviment d’ions entre les diferents cél-lules de
la retina. EI moviment idnic es deu fonamentalment al transit K* i el Na*, a través de
'obertura i el tancament de canals. Aquesta activitat es mesurada per un eléctrode de
registre col-locat a sobre de la superficie de la cornia (Sobrin et al., 2005). Aquesta és una

técnica de caracter no invasiu.

A partir dels registres dels ERG realitzats en animals de la coldnia knock-out es van generar
cinc respostes d’analisi obtingudes en base al tipus d’estimul i condicions luminiques. Per a
cada registre es va mesurar 'amplitud maxima de cada ona i el temps que transcorre des de

l'aplicacié de I'estimul lluminds fins al pic maxim de cada ona analitzada. Aquesta mesura
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rep el nom de temps implicit (Marmor et al., 2009). La figura 42 mostra les cinc respostes

obtingudes, les quals van ser:

1.
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Sensibilitat de bastons: s’obté a partir del registre de I'activitat eléctrica de la retina en

condicions d’adaptacio6 a la foscor. Es un tipus d’'ona que es genera en els bastons.

Resposta mixta de cons i bastons: Es la traga que es registra davant d’un flash de
llum blanca, de gran intensitat i de curta durada, que és capa¢ d’activar
completament tant els cons com els bastons. Aquesta resposta la conformen una

desviaci6 de llum negativa (ona a) seguida d’una desviaci6 positiva (ona b).

Potencials oscil-latoris: son una série de desviacions de la llum, tant positives com

negatives, de curs temporal rapid a partir d’'un estimul potent.

Resposta dels cons: aquesta és la resposta d’adaptacié de la retina a una gran
quantitat de llum de manera que la contribucié dels bastons es queda anul-lada.

S’anomena ona by

Resposta flicker: és una estimulacié repetida amb flashos de llum blanca de curta
durada i de gran intensitat aplicats en condicions de gran quantitat de llum. Es

registra I'activacio dels cons.
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Figura 42. Representacié grafica dels
ERG realitzats en els animals knock-
out. Es mostren les diferents respostes
obtingudes a partir dels ERG en animals
WT i en animals KO. Animals utilitzats per
a I'experiment: n WT= 7; n KO= 7. WT:
wild-type; KO: knock-out. Estadistica: ns,

t-Student no aparellada.
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Els resultats dels ERG van demostrar que no hi havia cap diferéncia en els diferents tipus de

respostes analitzades entre els animals wild-fype i els animals knock-out (Figura 42). Es

podia concloure que els animals deficients amb MLC1 no semblaven presentar cap dany en

el seus

nervis visuals.
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Aquests resultats no coincideixien amb el que s’havia observat en humans, ja que els
pacients amb MLC presenten un deteriorament al llarg del temps en els seus potencials

evocats visuals (van der Knaap et al., 1995b, 2012).

A banda de l'estudi de la retina, es van realitzar estudis dels nervis auditius a partir d’analisis

ABR (Auditory Brain Response).

El sistema auditiu esta format per la regid periférica o oida, en la qual els estimuls sonors
conserven el seu caracter original d’'ones mecaniques fins al moment de conversié en
senyals electroquimiques. En la regié central és on aquestes senyals es transformen en
sensacions. L’oida es divideix en tres zones: 1) Oida externa: aquesta zona esta formada
principalment per 'orella i el timpa i la seva principal funcié és la de recollir les ones sonores
i transportar-les a I'oida mitja a partir del conducte auditiu. 2) Oida mitja: formada per tres
ossets principals, martell, enclusa i estrep, units entre si de forma articulada. També s’hi
troba la trompa d’Estaqui i les cel-les neumatiques. Les tres funcions principals de I'oida
mitja son la transmissié d’ones sonores des de I'oida externa fins a linterna, I'adaptacio
d’impedancia entre el medi aeri (extern) i el medi liquid (intern) i la proteccié de I'oida interna
davant de lesions produides per un excés d’energia sonora externa mitjancant reflexos. 3)
Oida interna: la coclea és I'drgan principal d’aquesta zona que representa el final de la
cadena del processament mecanic del so on es filtra la senyal sonora, i es genera la

transduccié d’'impulsos nerviosos.

La coclea esta dividida per la membrana basilar, lloc en on es troba I'érgan de Corti, i per la
membrana de Reissner. L'dérgan de Corti conté ceél-lules ciliars, internes i externes, que
actuen com a transductors de senyals sonores a impulsos nerviosos. Els moviments dels
cilis en una direccié determinada fa que la conductivitat de les cél-lules ciliars augmenti. Un
canvi de potencial a la membrana modula una corrent eléctrica que flueix entre aquestes
cél-lules ciliars. Aquest fet produeix I'activacié dels terminals nervioses generant un impuls

nervids que viatja fins al cervell.

Per tal danalitzar el sistema auditiu es produeix una estimulaci6 de sons amb
caracteristiques conegudes (freqiieéncia, intensitat, velocitat d’estimulacio...) i un posterior
registre de I'activitat eléctrica generada per les neurones de la via auditiva. Aquesta és una
técnica neurofisiologica que permet I'obtenci6 de dades de manera rapida, reproduible,
quantitativa i és una técnica no invasiva (Willott, 2006; Zhou et al., 2006). Aquesta técnica ha
estat molt utilitzada en els ultims anys en la recerca de I'audici6 relacionada amb malalties

genétiques.
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El registre tipic d’ABR en rosegadors és una ona formada per 4-5 pics corresponents a
diferents estacions nervioses de la via auditiva periférica i central (tronc cerebral).
L’estimulacié auditiva pot realitzar-se mitjangant dos tipus de sons: 1) Click: és un estimul
auditiu inespecific compost per I'espectre de freqliéncies audibles i que activa a totes les
neurones del receptor auditiu. 2) To: és un estimul auditiu format per una freqiéncia

especifica que estimula una regi6 de I'drgan de Corti.

Primerament és va analitzar la funcié auditiva global en qué els animals es van sotmetre a
un estimul de multifrequéncia (click) produint una activacié general de la coclea. Tant els
animals wild-type com els animals knock-out mostraven llindars dins del rang de la
normalitat. No s’observaven diferéncies significatives entre els dos grups (dades no

mostrades).

El registre de potencials evocats auditius esta format per una série de pics caracteristics que
es corresponen a diferents estacions de la via auditiva (pics I-V). Cada un d’aquest pics esta
caracteritzat per un valor de laténcia (PL). La laténcia és el temps d’aparicié de la resposta
des de I'emissi6 de I'estimul (ms), i ens informa sobre la velocitat de conduccié de I'estimul

nerviés. En el ratoli els pics importants sén els quatre primers.

En els ratolins wild-type i knock-out se’ls va aplicar una laténcia determinada amb una
intensitat equivalent de 15-20 decibels per sobre del llindar auditiu. La figura 43 A mostra
que no hi havia diferéncies estadisticament significatives entre els genotips per les laténcies
analitzades. Aquests resultats estaven indicant que possiblement no hi havia dany en els

nervis auditius.

A banda de l'estudi de la laténcia, també es va estudiar 'amplitud dels pics ABR. L’amplitud
és un indicador indirecte de I'activitat eléctrica de les neurones que conformen les diferents
estacions de la via auditiva. Es pot mesurar de manera absoluta (des de la linia isoeléctrica
fins al vertex del pic) o de manera relativa (amplitud pic-vall). La figura 43 B mostra que no hi
havien diferéncies estadisticament significatives en les amplituds mesurades de les diferents
estacions auditives entre els ratolins wild-type i els ratolins knock-out, corroborant que els

animals deficients en MLC1 no mostraven dany en el sistema auditiu.
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Figura 43. Estudi de la funcio auditiva mitjancant ABR A) Grafica dels temps de laténcia de les diferents
estacions auditives. B) Grafica d’amplitud per cada estacié nerviosa que genera la via auditiva. Nombre d’animals
utilitzats per a I'estudi: n WT=8; n KO=8. Unitats de laténcia: mil-lisegons. Unitats d’amplitud: volts. WT: wild-type;

KO: knock-out. Estadistica: ns, t-Student no aparellada.

Aquests resultats corresponen als analisis fets a I'edat de 3 mesos. Aquests mateixos
animals van ser analitzats posteriorment a I'edat de 6 i 8 mesos. En aquest cas tampoc es

van obtenir diferéncies significatives entre els diferents genotips (dades no mostrades).

En els pacients que s’havien estudiat fins al moment sempre havien mostrat els potencials
evocats auditius a nivells normals (van der Knaap et al.,, 2012). Per tant, els resultats

obtinguts a partir dels ABR coincidien amb el que s’ha descrit en humans.

No es van realitzar estudis en els nervis periférics ni en el sistema somatosensorial ja que el
model knock-out Milc1 no mostrava danys en el SNC i es va pensar que possiblement no

tingués defectes en el SNP.

3. ANALISI DE LES PROTEINES GlialCAM | CIC-2 EN EL RATOLI KNOCK-OUT

Durant els primers mesos de la caracteritzacié del ratoli knock-out, el nostre grup juntament
amb el grup de la Dra. Marjo van der Knaap, van identificar el segon gen implicat en la
malaltia MLC. Aquest gen s’anomena GLIALCAM o HEPACAM, el qual codifica per una
proteina d’adhesié i de funcié desconeguda anomenada també GlialCAM. Es va analitzar un
grup de pacients que presentaven les caracteristiques tipiques de MLC perd no tenien el
gen MLC1 mutat siné que tenien mutat el gen GLIALCAM. Alguns d’aquests pacients es van

caracteritzar per mostrar mutacions de tipus dominant, els quals mostraven un fenotip
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benigne, i altres amb mutacions de tipus recessiu, els quals mostraven un fenotip classic de

la malaltia MLC (L6opez-Hernandez et al., 2011a).

En el sistema nervios, I'expressié de GlialCAM en la substancia blanca se centra als peus
astrocitaris al voltant dels vasos sanguinis. També s’ha observat expressié de la proteina en
les regions de contacte entre la mielina, en els axons i en oligodendrocits (Favre-Kontula et
al., 2008; Lopez-Hernandez et al., 2011a).

L’any 2012 el nostre grup, juntament amb el grup del Dr. Michael Pusch (Institut de Biofisica,
Genova, lItalia), va descriure la proteina GlialCAM com a subunitat auxiliar del canal de
clorur CIC-2. CIC-2 és una proteina codificada pel gen CLCN2 i pertany a la familia de
canals/transportadors de clorur CIC (Jentsch et al., 2005). CIC-2, de la mateixa manera que
MLC1 i GlialCAM, es localitza en els peus astrocitaris al voltant dels vasos sanguinis i a la
glia de Bergmann, i també colocalitza amb GlialCAM en tractes mielinics (Blanz et al., 2007;
Jeworutzki et al., 2012).

Aixi doncs, el seglient pas era estudiar les proteines GlialCAM i CIC-2 en el ratoli Mic1

knock-out.

3.1 ANALISI DE LA PROTEINA GlialCAM

De la mateixa manera que s’havia fet per I'estudi de la proteina MLC1, es van obtenir
mostres de cervell i cerebel d’animals wild-type i knock-out per a realitzar estudis de

localitzacié i de quantificacié de GlialCAM.

Per a I'estudi de la localitzaci6 de la proteina es van realitzar immunofluorescéncies de doble
marcatge amb GFAP. Sorprenentment, en els teixits del knock-out es va observar que
labséncia de MLC1 afectava a la localitzaci6 de GlialCAM, trobant-se aquesta
deslocalitzada, principalment en els processos apicals de la glia de Bergmann (Figura 44 A,
cerebel). En el cas de la seva localitzaci6é astrocitaria al voltant dels vasos sanguinis, es
podia observar una marca més discreta de la proteina en algunes regions en el teixit del

ratoli knock-out respecte el teixit del ratoli wild-type (Figura 44 A, cervell).

Posteriorment es va quantificar la proteina GlialCAM, tant en el cervell com en el cerebel.
Els estudis mitjancant WB van senyalar que els nivells d’expressié de la proteina no
variaven entre els teixits wild-type i knock-out (Figura 44 B). Aquests resultats de la
localitzacié i de I'expressié de GlialCAM en el ratoli knock-out indicaven que la proteina es
mantenia integra en el teixit (no semblava degradar-se) perd no es trobava en la seva

localitzacié habitual mostrant-se deslocalitzada.
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Aquests resultats, perd, no indicaven el mateix que s’havia observat anteriorment en el
model knock-down de MLC1. Estudis realitzats per un antic company de laboratori, el Dr.
Xavier Capdevila, mostraven que els astrocits en cultiu mancats de la proteina MLC1
presentaven una correcta localitzacié de GlialCAM a les unions astrocitaries. Aquesta
diferéncia es podria donar per diferents fets. Primerament perqué els models knock-down no
eliminen la proteina per complet. En segon lloc, també podria ser que en els models in vitro
fos necessaria la preséncia d’alguna altra molécula que in vivo si que hi és. Finalment,
també podria ser que depengués d’algin estimul concret per donar-se lloc aquesta
deslocalitzacié in vitro per part de Glial CAM.
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Figura 44. Analisi de la proteina GlialCAM en el ratoli knock-out. A) Estudi de la localitzacié de GlialCAM a
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partir d'immunofluorescencia de doble marcatge amb GFAP fetes en cervell i cerebel dels ratolins knock-out i
wild-type. Dades corresponents a 5 experiments independents. B) Quantificacié6 de la proteina GlialCAM
mitjangant WB a partir d’extractes de membrana de cervell i de cerebel d’animals knock-out i wild-type. Es
detecta GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part C-terminal i GFAP amb un anticos comercial. S'utilitza
I'actina com a control de carrega. Dades corresponents a 7 experiments independents. WT:wild-type; KO:knock-

out. Cv:cervell; Cb:cerebel. Estadistica: ns; t-Student no aparellada. . Barra: 20 um.
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A part de la localitzacié astrocitaria, anteriorment s’havia descrit que GlialCAM i MLC1 també
colocalitzaven en cél-lules ependimals (Lépez-Hernandez et al., 2011a; Teijido et al., 2004,
2007). Mitjangant estudis de microscopia electronica amb col-laboraci6 amb el Dr. Albert
Martinez, es va observar que realment ni MLC1 ni GlialICAM es troben localitzades en

aquest tipus cel-lular.
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Les imatges realitzades amb el teixit del ratoli wild-type van demostrar que MLC1 i Glial CAM
realment es localitzaven en els contactes entre els astrocits que es trobaven situats a
continuacié d’aquestes cél-lules ependimals (Figura 45 A, C, E, G). Per altra banda, aquests
estudis mitjangant el teixit del ratoli knock-out, van reafirmar I'abséncia de la proteina MLC1
en els contactes astrocitaris (Figura 45 B,D) i la deslocalitzacié per part de GlialCAM (Figura
45 F,H).

3.2 ANALISI DE LA PROTEINA CIC-2

Si GlialCAM es veia afectada per I'abséncia de MLC1, que passaria amb CIC-2? En un

principi s’havia hipotetitzat que CIC-2 podria ser un bon candidat a ser el segon gen implicat
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en la malaltia ja que el model knock-out de CIC-2 mostrava un fenotip vacuolitzant similar al
que presentaven els pacients amb MLC (Blanz et al., 2007). Posteriorment, es van realitzar
estudis en 18 pacients, que presentaven fenotip de MLC perd que no tenien el gen MLC1
mutat. Alguns pacients presentaven un canvi de nucleotid en el gen perd els estudis
d’electrofisiologia van provar que aquests canvis no afectaven al corrent del canal CIC-2

(Scheper et al., 2010), per tant es va descartar com a gen candidat de la malaltia.

Posteriorment, es van realitzar estudis de protedmica per tal de trobar possibles proteines
candidates a interaccionar amb GlialCAM. Aquests estudis van demostrar que les proteines
qgue més copurificaven amb GlialCAM eren MLC1 i CIC-2, i es va descriure a GlialCAM com

a subunitat auxiliar de CIC-2 (Jeworutzki et al., 2012).

Aixi doncs, de la mateixa manera que per GlialCAM, es va analitzar la proteina CIC-2 en el

cervell i en el cerebel del ratoli knock-out.

Mitjancant estudis d'immunofluorescéncia de doble marcatge amb GFAP, també es va
observar que la localitzacié de CIC-2 en els astrocits situats al voltant dels vasos sanguinis,
no es veien afectats ja que CIC-2 semblava mantenir la seva localitzacié correctament
(Figura 46 A, cervell). En la glia de Bergmann, en canvi, CIC-2 és trobava deslocalitzada i de
manera difusa (Figura 46 A, cerebel) de la mateixa manera que s’havia observat en
GlialCAM.

També en aquest cas es van dur a terme estudis de quantificacié de CIC-2 mitjangant WB a
partir d’extractes de membrana. Els resultats de la quantificacié van indicar que els nivells
d’aquesta proteina es veien reduits fins al 50% en el cerebel i que es mantenien en el cervell
(Figura 46 B). Aquests resultats podrien indicar que CIC-2 es podria estar degradant en la

glia de Bergmann en abséncia de MLC1.
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Figura 46. Analisi de la proteina CIC-2 en el ratoli knock-out. A) Estudi de la localitzacié de la proteina CIC-2
a partir d'immunofluorescencia de doble marcatge amb GFAP fetes en cervell i cerebel dels ratolins knock-out i
en teixit del ratoli wild-type. Dades corresponents a 4 experiments independents. B) Quantificacié de la proteina
CIC-2 mitjangant WB a partir d’extractes de membrana de cervell i cerebel d’animals knock-out i wild-type. Es
detecta CIC-2 utilitzant I'anticos Ct contra la part C-terminal i GFAP amb un anticds comercial. S’utilitza I'actina
com a control de carrega. Dades corresponents a 7 experiments independents. WT:wild-type; KO:knock-out.

Cv:cervell; Cb:cerebel. Estadistica:

el desenvolupament d’aquesta. Recentment, s’ha publicat un estudi on es descriu que
mutacions en el gen CLCN2 déna lloc a un tipus de leucoencefalopatia amb edema
intramielinic (Depienne et al., 2013). Fins al moment mai s’havia observat cap tipus
d’interaccioé directa entre les proteines MLC1 i CLC-2. Amb aquests resultats es podia
concloure que la proteina CIC-2 podria estar involucrada en el desenvolupament de la
malaltia per la seva relacié directa amb GlialCAM, ja que aquesta es veia afectada per la
manca de MLC1.
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A partir d’'aquest moment feia falta estudiar més detingudament aquesta proteina a diferents

nivells per intentar trobar una relacié fisiologica entre MLC1, GlialCAM i CIC-2.

Va ser en aquest punt quan es va decidir col-laborar amb el grup del Dr. Thomas Jentsch
(FMP-Berlin). EI grup del Dr. Jentsch disposava del ratoli knock-out de CIC-2. En aquell
moment estava caracteritzant el ratoli knock-out de GlialCAM i un ratoli knock-in amb la
mutacié G89S de GlialCAM. Aixi doncs, es va fer un estudi comparatiu de tots aquests
models per intentar arribar a entendre millor la fisiopatologia de MLC i la relacié fisiologica

d’aquest complex.

4. ANALISI DE LES PROTEINES MLC1, GlialCAM | CIC-2 EN ELS
OLIGODENDROCITS DEL RATOLI KNOCK-OUT

Es coneix que MLC1 no es troba localitzada en oligodendrocits a diferéncia de GlialCAM i
CIC-2 (Lopez-Hernandez et al., 2011a; Teijido et al., 2004). El fet de veure que GlialCAM i
CIC-2 es trobaven deslocalitzades en astrocits per la manca de MLC1 va fer pensar que

potser els oligodendrocits també es podien veure afectats.

Estudis realitzats pel grup del Dr. Jentsch en oligodendrocits localitzats en tractes del
cerebel, van demostrar que MLC1, GlialCAM i CIC-2 s’agrupaven al voltant del soma dels
oligodendrocits del ratoli wild-type. MLC1 es detectava en els astrocits veins i possiblement
el fet de detectar-la en el soma dels oligodendrocits, podria ser causa dels contactes que
formen els processos astrocitics amb els oligodendrocits. Els estudis de localitzacié es van

realitzar juntament amb un marcador de citoplasma d’oligodendrocits (APC) (Figura 47).

En els oligodendrocits del teixit knock-out s’observava que GlialCAM i CIC-2 no podien
agrupar-se al voltant del soma trobant-se deslocalitzades també en aquest tipus cel-lular.
Aquests resultats indicaven que la manca de MLC1, també causava un defecte sobre
GlialCAM i CIC-2 en els oligodendrocits.
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WT KO

Figura 47. Analisi de les proteines MLC1, GlialCAM i CIC-2 en els oligodendrocits del ratoli knock-out.
Estudis d'immunofluorescéncia de doble marcatge amb APC (proteina Adenomatous polyposis coli), marcador
de citoplasma. Les linies discontinues marquen la localitzacié del nucli de la ceél-lula. WT: wild-type; KO : knock-

out. Barra: 0,5 um.

5. MESURA DE LES CORRENTS DE CLORUR MODULADES PER CIC-2 EN EL
RATOLI KNOCK-OUT

El grup del Dr. Thomas Jentsch també va realitzar els estudis electrofiosologics en llesques

del cervell del ratoli knock-out mitjangant la técnica de Patch-Clamp.

Primerament, es van centrar en mesurar les corrents de CIC-2 en la glial de Bergmann, ja
que era la regi6é on principalment s’hi troben localitzades MLC1, GlialCAM i CIC-2, i perqué
era la regi6é on s’havia observat la major deslocalitzacié per part de GlialCAM i CIC-2 en
abséncia de MLC1. En el teixit del ratoli wild-type en condicions isoosmotiques s’observaven
traces tipiques de CIC-2 com si no estigués interaccionant amb GlialCAM (Figura 48 A).
També es podia observar que en aquestes condicions hi havia una certa inactivacié de les
corrents. En canvi, en el teixit del ratoli knock-out en condicions isoosmotiques (Figura 48
B), tot i que també mostrava les traces tipiques de CIC-2 quan es troba sol, no s’observava

inactivacié. Quan es registrava corrents en la glia de Bergmann del ratoli wild-type en
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condicions hipoosmotiques ja no hi havia inactivacié del canal, en canvi en el teixit del
knock-out en condicions hiperosmotiques si que s’observava inactivacié de les corrents.
Aquests resultats indicaven que els astrocits de la glia de Bergmann del ratoli knock-out en
condicions normals estaven més inflats que els del ratoli wild-type. El que no s’entenia era
perqué s’observaven traces tipiques de CIC-2 sol si en la glia de Bergmann aquesta proteina
colocalitza amb GlialCAM i era la regié on s’havia observat la deslocalitzacid6 d’aquestes

dues proteines en abséncia de MLCA1.

D’altra banda, també es van estudiar els oligodendrocits. El fenotip vacuolitzant s’observa en
major part en la mielina i en aquestes cél-lules glials s’havia observat que també hi havia
una deslocalitzaci6 per part de GlialCAM i CIC-2. Els estudis electrofisiologics realitzats en
els oligodendrocits del ratoli wild-type, mostraven les traces tipiques del canal CIC-2 quan es
troba amb GlialCAM (Figura 48 C). En canvi, els oligodendrocits de ratoli knock-out no
generaven corrents a potencials positius indicant que no hi havia preséncia de GlialCAM. A
part, 'amplitud de les corrents havien disminuit donant lloc a una inactivacié del canal
(Figura 48 D).

A) B)

-/
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C) D)

- "
|Mlcl |Clcn2

Figura 48. Mesura de les corrents de CIC-2 en la glia de Bergmann i en oligodendrocits. A) Mesura de les
corrents de CIC-2 en la glia de Bergmann del ratoli wild-type en condicions isoosmotiques i hipoosmotiques. B)
Mesura de les corrents de CIC-2 en la glia de Bergmann del ratoli knock-out en condicions isoosmotiques i
hiperosmotiques. C) Mesura de les corrents de CIC-2 en els oligodendrocits del ratoli wild-type. D) Mesura de les
corrents de CIC-2 en els oligodendrocits del ratoli knock-out. WT: wild-type; KO/MIic1™: knock-out. Imatge
modificada de (Hoegg-Beiler et al., 2014).
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Aquests resultats indicaven que la major afectacioé del canal de CI" CIC-2 per I'abséncia de

MLC1 s’observava en els oligodendrocits.

6. ESTUDI D’ALTRES PROTEINES EN EL RATOLI KNOCK-OUT

MLC1 és una proteina de membrana que en el sistema nerviés es troba localitzada en els
peus astrocitaris i en unions cel-lulars. S6n moltes les proteines que es troben en la
membrana astrocitaria i que podrien tenir una funcionalitat juntament amb MLC1. Fins al
moment es coneix que MLC1 colocalitza parcialment amb proteines d’'unions com sén ZO-1 i
occludina (unions tight), amb proteines com p-catenina i N-caherina (unions adherents) i

amb connexina-43 (unions gap) (Duarri et al., 2011).

Es van analitzar algunes proteines de les quals es creu que podrien mantenir una relacio
fisiologica amb MLC1. Els resultats van indicar que la majoria de proteines conservaven els
mateixos nivells d’expressio en els teixits del knock-out que en els teixits wild-type. El canal
inward rectifying Kir 4.1 era I'inic marcador que presentava nivells d’expressié menors en el
cerebel del knock-out (Figura 49). Per altra banda, estudis de localitzacié en el ratoli knock-
out per Mic1, realitzats pel grup del Dr. Thomas Jentsch, mostraven que la localitzacié de la
proteina Kir 4.1, en els peus astrocitaris al voltant del vasos sanguinis, no es veia afectada

per la manca de MLC1 (Hoegg-Beiler et al., 2014).

Aquests resultats mostraven que cap d’aquestes proteines estudiades semblaven estar
afectades per la manca de MLC1. En el cas del canal Kir 4.1, s’haurien de realitzar més
estudis per tal de saber amb certesa si realment aquest canal es veu afectat per la falta de

MLC1 i si podria tenir alguna implicacié en la malaltia.

No s’han pogut realitzar estudis de localitzaci6 degut a que els anticossos dels quals es

disposava no eren del tot especifics per la técnica d'immunofluoresceéncia.
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Figura 49. Analisi de marcadors proteics en el cervell i en el cerebel del ratoli knock-out. Estudi dels nivells
d’expressié mitjancant WB a partir d’extractes de membrana. ZO-1, dades corresponents a 3 experiments
independents; AQP4, dades corresponents a 5 experiments independents; Kir 4.1, dades corresponents a 6
experiments independents; KCC1, dades corresponents a 5 experiments independents; NaK-ATPase dades
corresponents a 6 experiments independents. Es detecten les proteines utilitzant anticossos comercials. S'utilitza

I'actina com a control de carrega. WT:wild-type; KO:knock-out. Cv:cervell; Cb:cerebel. Estadistica: * p<0,05 t-
Student no aparellada
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7. ESTUDI DE LES PROTEINES MLC1, GlialCAM | CIC-2 EN LA MEDUL-LA
ESPINAL DEL RATOLI KNOCK-OUT

Anteriorment s’havia descrit que la proteina MLC1 també es localitzava en la medul-la
espinal, més concretament en els astrocits que es trobaven al voltant dels vasos sanguinis,

de la mateixa manera que es troba en el cervell i en el cerebel (Teijido et al., 2007).

En la medul-la del ratoli knock-out també es va estudiar la preséncia de les proteines
implicades en la malaltia: MLC1, GlialCAM i CIC-2.

WT KO

TelkDa;= i Figura 50. Analisis de les proteines MLC1, GlialCAM i CIC 2 en la
medul-la espinal del ratoli knock-out. Estudi dels nivells d’expressio

MLC1 mitjangant WB a partir d’extractes de membrana de medul-la espinal. Es

detecta MLC1 utilitzant I'anticos N4 (ratoli) contra la part N-terminal,
GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part C-terminal i CIC-2 utilitzant

90 wa_“ GliaCAM 'anticos Ct contra la part C-terminal. S'utilitza I'actina com a control de

carrega.
36 kDa - ' b.
cLe2
55 kDa - . ' Actina

36 kDa -

A partir de la técnica de WB utilitzant extractes de membrana de medul-la provinents de
ratoli wild-type i de ratoli knock-out, és va observar, primerament, que la proteina MLC1 es
trobava absent en el teixit de I'animal knock-out. Posteriorment es van analitzar els nivells
d’expressio de les proteines GlialCAM i CIC-2. Aquestes es comportaven de la mateixa
manera que en el cerebel. Els nivells d’expressi6é de GlialCAM no variaven en I'extracte de
medul-la del knock-out respecte al del wild-type. En canvi, CIC-2 es mostrava en menor

proporcio tal i com s’havia observat en el cerebel (Figura 50).

No s’han pogut realitzar estudis de localitzaci6 amb medul-la de moment, perd seria
interessant continuar I'estudi de I'animal knock-out en aquesta regi6é i en diferents regions
del sistema nerviés periféric, on també s’havia descrit anteriorment la preséncia de la
proteina MLC1 (Teijido et al., 2007).

Anteriorment també s’havia descrit la localitzaci6 de la proteina MLC1 a la retina,
principalment en les cél-lules ganglionars (Teijido et al., 2007). Estudis recents del grup

(dades no mostrades) i també realitzats pel grup del Dr. Thomas Jentsch senyalen que en
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animals knock-out per Mic1 la retina no es veu afectada indicant que la marca observada
anteriorment de la proteina MLC1 en aquesta localitzaci6é era inespecifica (Hoegg-Beiler et

al., 2014).

PART 2: MODEL ASTROCITARI

Fins al moment, en el nostre laboratori només s’havia pogut treballar amb models in vitro ja
qgue no es disposava de cap model animal per a I'estudi de la malaltia. Antics membres del
grup, com sén la Dra. Anna Duarri i el Dr. Xavier Capdevila, van desenvolupar models
knock-down per a les proteines MLC1 i GlialICAM com aproximacié per a lI'estudi de la

deficéncia d’aquestes proteines (Capdevila-Nortes et al., 2013; Duarri et al., 2011).

La generaci6 del ratoli knock-out també ha permeés poder realitzar estudis in vitro mitjangant

els astrocits mancats de la proteina MLC1.

1. CARACTERITZACIO DELS ASTROCITS DEL RATOLi KNOCK-OUT

Els astrocits s’obtenien a partir d’'un cultiu d’escorca i d’hipocamp. Els primers estudis de la
proteina MLC1 en un cultiu d’astrocits indicaven que el nivell d’expressié augmentava amb
el temps i que la proteina presentava una localitzacié citoplasmatica, contraria al que s’havia

descrit in vivo.

Aquests resultats feien pensar que I'expressié i la localitzacid de MLC1 en els astrocits en
cultiu podia dependre de la quiesceéncia o de la diferenciacié cel-lular. Després de dur a
terme diferents experiments, es va observar que mantenint 3 setmanes les cél-lules amb
AraC (agent quimic que indueix la parada en cicle en la fase G0/G1), els astrocits
aconseguien una morfologia de cél-lula plana i estrellada. En aquestes condicions MLC1
augmentava la seva expressié i es localitzava en els processos astrocitaris (Duarri et al.,
2011).

1.1 ANALISI DE LA PROTEINA MLC1 EN ELS ASTROCITS DEL RATOLi KNOCK-OUT

Per a obtenir els cultius d’astrocits es van realitzar creuaments entre els animals F2 de cada
genotip. Per tant les cries que s'’utilitzaven per a generar els cultius eren F3. Es va fer
d’aquesta manera ja que els animals F2 es genotipen a les 3 setmanes de vida i per a
obtenir els cultius primaris es necessari utilitzar els animals en els primers dies de vida (PO-
P2).
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En primer lloc es van realitzar estudis mitjangant WB d’extractes de cervells i cerebels de
cries d’entre P0-P2 per tal d’assegurar-nos que el genotip de les cries analitzades era el

correcte (Figura 51).

Animals P0-P2

Cv Chb

Figura 51. Analisi de la proteina MLC1 en animals wild-type i
WT KO WT KO

72 kDa - knock-out a P0-P2. Estudis realitzats mitjangant WB d’extractes de
cervell i cerebel on es va detectar la proteina MLC1. WT:wild-type;
MLCA KO:knock-out. Es detecta MLC1 utilitzant I'anticos N4 (ratoli) contra

la part N-terminal. S'utilitza l'actina com a control de carrega.
37 kDa - . . Cv:cervell; Cb:cerebel.

55kDa - g wan P Actina

En els astrocits wild-type mostraven la proteina MLC1 es localitzava clarament concentrant-
se a les unions cel-lulars. En canvi, i com era d’esperar, en el cultiu d’astrocits knock-out hi
havia una clara abséncia de la proteina (Figura 52 A). Els estudis de WB van corroborar que
la proteina MLC1 es trobava absent en I'extracte preparat a partir de les cél-lules knock-out
(Figura 52 B).

A) B)

Astros WT Astros KO As WT As KO

72 kDa - .

MLC1
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Figura 52. Analisi de la proteina MLC1 dels astrocits del ratoli knock-out. A) Estudis de la localitzaci6 de la
proteina MLC1 a partir d'immunofluorescencia en astrocits (Astros) del ratoli WT i dels ratolins KO. B) Estudis de
I'expressio de la proteina MLC1 mitjangant WB a partir d’extractes d’astrocits (As) dels ratolins WT i dels ratolins
KO. Es detecta MLC1 utilitzant I'anticos N4 (ratoli) contra la part N-terminal. S’utilitza I'actina com a control de

carrega. WT:wild-type; KO:knock-out. Dades corresponents a 6 experiments independents. Barra : 20 um.
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1.2 ESTUDI DEL FENOTIP VACUOLITZANT EN ELS ASTROCITS DEL RATOLi KNOCK-
our

Anteriorment, el nostre grup va descriure que el model knock-down per MLC1 presentaven
vacuoles intracel-lulars en els astrocits de la mateixa manera que s’havia observat en els

pacients (Duarri et al., 2011).

Es van realitzar estudis amb la Calcein AM com a técnica de contrast, per a observar si les

cél-lules dels animals knock-out també presentaven vacuoles.

Els resultats van demostrar que el cultiu primari d’astrocits del ratoli knock-out presentava
vacuoles, en alguns casos per tot el citoplasma. En el cas del cultiu d’astrocits del ratoli wild-
type es va observar algun cas on també hi havia la preséncia d’alguna vacuola, perd de
mida més petita (Figura 53 A). Per saber si realment els astrocits del knock-out presentaven
una major quantitat de vacuoles degut a la falta de MLC1, aquestes es van contar i és va fer
un percentatge de les cél-lules que presentaven vacuoles respecte el nombre de cel-lules
totals. Es va considerar que una cel-lula presentava vacuoles quan en tenia 3 o més i quan
aquestes eren majors d'1 um aproximadament. El comptatge mostrava que els astrocits de
ratoli knock-out presentaven un percentatge significativament major de vacuoles respecte

els astrocits de ratoli wild-type (Figura 53 B).
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Figura 53. Estudi del fenotip vacuolitzant en els astrocits de ratoli knock-out mitjangant Calceina AM. A)
Imatges dels astrocits (Astros) de ratoli WT i KO sense fixar els quals s’han incubat amb Calceina AM per tal de
poder observar la preséncia de vacuoles. B) Quantificacié del percentatge de cél-lules que contenen 3 o més
vacuoles intracel-lulars majors d’1um. Dades corresponents a 3 experiments independents amb el segiient
nombre de cél-lules totals analitzades: astrocits WT: wild-type (n=333) i astrocits KO: knock-out (n=350).

Estadistica: *** p<0,001 ¢-Student no aparellada.
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Estudis de complementacio realitzats en el model knock-down de MLC1 mostraven que una
sobreexpressid de la proteina podia recuperar el fenotip disminuint el percentatge de
vacuoles (Capdevila-Nortes et al., 2013). Per tant, es suggereix que el pas segient seria
realitzar experiments de complementacié en el model astrocitari del ratoli knock-out i
estudiar si en aquest cas també es pot revertir el fenotip vacuolitzant. Durant la realitzacié

d’aquest treball no s’han pogut realitzar aquests experiments.

2. ANALISI DE LES PROTEINES GlialCAM | CIC-2 EN ELS ASTROCITS DEL
RATOLI KNOCK-OUT

En altres estudis, mitjangant el cultiu primari d’astrocits de rata, s’havia observat que
GlialCAM es trobava principalment localitzada en la membrana i en les unions astrocitaries, i
en canvi, CIC-2, tot i ser una proteina de membrana, es localitzava de manera intracel-lular
(Jeworutzki et al., 2012).

S’havia observat que la proteina GlialCAM mantenia la seva correcta localitzacié a les
unions astrocitaries en el model knock-down per MLC1 a diferéncia del que s’ha observat en
el teixit de ratoli knock-out, en que GlialCAM es troba principalment deslocalitzada en la glia

de Bergmann (Hoegg-Beiler et al., 2014).

El model d’astrocits de ratoli mostrava unes cél-lules més desordenades que el cultiu primari
de rata. A més, els anticossos dels quals es disposava en el laboratori donaven una marca
de les proteines endogenes més difusa del que s’havia observat amb els astrocits de rata.
Tot i aixi, mitjangant estudis d’'immunofluorescéncia es va poder observar que GlialCAM es
localitzava en les membranes astrocitaries tant el en el cultiu wild-type com en el cultiu
knock-out (Figura 54 A). Aquests resultats no reproduien el que s’havia observat amb el
teixit de ratoli knock-out, on la proteina es mostrava deslocalitzada en la glia de Bergmann
(Figura 44 A). Per altra banda, els estudis realitzats per a la proteina CIC-2, mostraven una
localitzacié intracel-lular de la proteina en ambdos cultius (Figura 54 A), tal com s’havia

descrit anteriorment en astrocits de rata (Jeworutzki et al., 2012).
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A) B)

Astros WT Astros KO

Figura 54. Analisi de les proteines GlialCAM i CIC-2 en els astrocits del ratoli knock-out. A) Estudi de la

As WT As KO

72 kDa - .. GlialCAM

90 kDa - . . cic-2

localitzacié de les proteines GlialCAM i CIC-2 mitjangant immunofluorescéncies realitzades en el cultiu primari
d’astrocits (Astros) de ratoli WT i del KO. B) Estudi de I'expressié de les proteines GlialCAM i CIC-2 mitjancant
WB a partir d’extractes proteics d’astrocits (As) del ratoli WT i del KO. Dades corresponents a 6 experiments
independents. Es detecta GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part C-terminal i CIC-2 utilitzant I'anticos Ct

contra la part C-terminal. S'utilitza I'actina com a control de carrega. WT: wild-type; KO: knock-out. Barra: 20 um.

Paral-lelament es van realitzar estudis dels nivells d’expressié mitjangcant WB en extractes
obtinguts a partir d’astrocits wild-type i knock-out, i els resultats van mostrar que I'expressio
de GlialCAM no es veia afectada per I'abséncia de MLC1 en aquestes cél-lules (Figura 54
B). Els estudis dels nivells d’expressio per CIC-2 van demostrar que aquesta proteina
tampoc es veia afectada per la manca de MLC1 en els astrocits (Figura 54 B). Aquest
resultat tampoc era I'esperat ja que en el cerebel de ratoli knock-out s’havia observat que

aquesta proteina presentava una disminucié del 50% en els seus nivells d’expressio.

Aixi doncs, a partir d’aquests resultats van sorgir diverses preguntes. Per qué els astrocits
de la glia de Bergmann i els cultius primaris d’astrocits de ratoli knock-out presentaven
resultats diferents? Quina és la condicié necessaria per a que GlialCAM i CIC-2 es trobin
deslocalitzades? Les possibles respostes a aquestes preguntes es mostren al Capitol 3 dels

resultats.
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3. ANALISI D’ALTRES PROTEINES EN ELS ASTROCITS DEL RATOLI KNOCK-
outr

De la mateixa manera que s’havia realitzat en el teixit de I'animal knock-out, es va decidir
estudiar els nivells d’expressio i la localitzaci6 d’altres proteines. En els cultius es van
analitzar proteines tipiques d'uni6 com sén ZO-1, B-catenina o connexina-43. Altres
proteines analitzades estan relacionades amb el transport d’ions com el cotransportador de
K" i CIFKCC1, NaKATPase i Kir 4.1.

Mitjancant estudis d’immunofluorescéncia es van estudiar les proteines d’'unié ZO-1 (tipica
d’unions thigt), p-catenina (tipica d’unions adherents) i connexina-43 (tipica d’'unions gap).
Els resultats van provar que no hi havia canvis en la localitzacié d’aquestes proteines en els
astrocits del knock-out respecte als astrocits del cultiu wild-type (figura 55 A). Totes es
trobaven localitzades en els contactes astrocitaris. Alguns anticossos dels quals es
disposava no van permetre estudiar la localitzacié6 d’algunes proteines degut a

l'inespecificitat.

Paral-lelament també es van realitzar estudis de WB a partir homogenats d’astrocits knock-
out i tampoc es va observar cap canvi en els nivells d’expressid en les proteines tipiques
d’unions. Mitjangant aquest técnica també es va poder estudiar proteines relacionades amb
el transport d’ions com s6n KCC1, NaKATPase i Kir 4.1. Aquestes tres proteines tampoc
mostraven cap canvi en la seva expressid en el cultiu knock-out respecte al cultiu wild-type
(figura 55 B). Algunes d’aquestes proteines s’havien estudiat anteriorment en el model
knock-down per MLC1 on tampoc s’havia observat cap diferéncia d’expressio i localitzacié
(Duarri et al., 2011).
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Figura 55. Analisi de marcadors proteics en astrocits de ratoli knock-out. A) Localitzacio p-catenina, Cx-43 i

Z0-1, utilitzant anticossos comercials, en astrocits (Astros) de ratoli WT i KO. B) Expressié de ZO-1, KCC1, -

catenina, NaKATPasa, Kir 4.1 i Cx43 analitzades per WB a partir d’extractes d’astrocits (As) WT i KO. Es mostra

un experiment representatiu de la senyal de les proteines estudiades, Es detecten les proteines utilitzant

anticossos comercials. S’utilitza I'actina com a control de carrega. WT: wild-type; KO: knock-out. Barra:20 um.

4. ESTUDIS D’ELECTROFISIOLOGIA EN ELS ASTROCITS DEL RATOLI

KNOCK-0OUT

El fenotip vacuolitzant que presentaven els pacients i els models cel-lulars knock-down per

MLC1 i per GlialCAM relacionaven aquestes proteines amb un paper funcional en la

regulacié del volum dels astrocits. La manca de MLC1, en astrocits de rata o limfoblasts de

pacients, i la manca de GlialCAM també s’havien relacionat amb la disminucié de l'activitat
VRAC (Volume Regulated Anion Channel) (Capdevila-Nortes et al., 2013; Ridder et al.,

2011).
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A partir del cultiu primari d’astrocits de ratoli knock-out es va realitzar un estudi funcional
mitjancant la técnica de Patch Clamp per corroborar si realment MLC1 podia tenir algun
paper funcional o si realment estava relacionada d’alguna manera amb l'activitat VRAC.
Aquests estudis electrofisiologics és van realitzar amb col-laboracié6 amb el Dr. Stefano

Ferroni (Universitat de Bolonia, Italia).

Es van analitzar corrents VRAC en astrocits de ratoli wild-type i knock-out. Per tal de poder
estudiar I'activitat VRAC primerament es van bloquejar els canals de Na* i K™ afegint-hi CsClI
en el medi. En astrocits en cultiu I'activitat VRAC s’activa en condicions hipotdniques,

generant un flux de CI" a través de la membrana.

Per poder comprovar que els registres presentaven activitat VRAC, es van inhibir les
corrents amb un inhibidor especific com és el DCPIB. Aixi doncs, tal com es mostra en la
figura 56 A, quan s’inhibien les corrents hi havia una inactivacié instantania d’aquestes

corrents.

Es van comparar les amplituds obtingudes en els registres i els resultats mostraven que
l'activitat VRAC es trobava lleugerament disminuida, de manera no significativa, en els
astrocits del ratoli knock-out (Figura 56 B). Aquests resultats indicaven que MLC1 no era un
component essencial de 'activitat VRAC pero podria ser que MLC1 actués com a possible

regulador de I'activitat VRAC mitjangant diferents vies.
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Figura 56. Mesura de I'activitat VRAC en astrocits de ratoli knock-out. A) Mesura del corrent a la membrana
dels astrocits en condicions isotoniques (Iso CsCl), condicions hipotoniques (Hipo CsCl) i posterior addicié de
DCPIB en condicions hipotoniques (Hipo CsCl + DCPIB). Cél-lules analitzades: WT n=9; KO n=17. B) Mesura de
la densitat de corrent induida amb DCPIB en condicions hipotoniques. Cél-lules analitzades: WT n=7: KO n=7.
WT:wild-type; KO:knock-out. Estadistica: ns (no significatiu), * p<0,05,** p<0,01, *** p<0,001 ¢-Student

aparellada.






CAPITOL 2.

CARACTERITZACIO | ESTUDI BIOQUIMIC DEL
CERVELL D’UN PACIENT AMB MLC
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Fins al moment només s’havia pogut treballar a partir de biopsies de pacients i amb models
in vitro. Gracies a la donacié del cervell d’'un pacient a la ciéncia s’ha pogut estudiar per

primer cop 'afectacié de la malaltia MLC en diferents regions del cervell.

En aquest capitol, d’'una banda s’ha desenvolupat un estudi tissular, i de I'altra s’ha realitzat

un estudi bioquimic in vitro de la mutacié que presentava el pacient.

1. CARACTERITZACIO DE LA MOSTRA D’UN PACIENT

1.1 DADES CLINIQUES DE LA PACIENT

La pacient estudiada era una dona de 57 anys que desenvolupava el fenotip classic de la
fisiopatologia MLC. Durant els primers mesos de vida va presentar macrocefalia i
posteriorment va desenvolupar deteriorament cognitiu, preséncia d’atacs epiléptics i

deteriorament en les funcions motores (Figura 57 A).

De la mateixa manera que s’havia realitzat en altres pacients amb aquesta patologia, se li
van realitzar estudis d’imatge mitjancant ressonancia magnética (MRI). Les imatges
obtingudes evidenciaven una senyal difusa de la substancia blanca a diferents regions,

atrofia i preséncia de quists a la regi6é anterior-temporal (Figura 57 C).

Figura 57. Fenotip de la pacient afectada per la MLC. A) Imatge de la pacient on s’observa que presentava
deteriorament motor i ataxia. B) i C) Imatges de MRI on s’observa la preséncia de quists (asterisc), en la regi6

anterior-temporal del cervell de la pacient (C) respecte el control (B).



Resultats. Capitol 2 192

1.2 CARACTERITZACIO HISTOLOGICA DE LA PACIENT

Mitjancant la col-laboracié6 amb el Dr. Isidre Ferrer (UB-IDIBELL) es va examinar a fons el
cervell de la pacient. El teixit presentava deteriorament de la substancia blanca cerebral amb
cavitats en els Idbuls frontal i parietal i preséncia de quists (Figura 58 A). De la mateixa
manera que s’havia descrit anteriorment en altres pacients, estructures com soén el cos
callés, la capsula interna, els nervis oOptics, les fibres mieliniques i la comissura anterior no
mostraven cap tipus de dany. També es podia apreciar pérdua de mielina en la substancia

blanca del cervell (Figura 58 B).

Figura 58. Histologia del cervell del pacient. A) Atrofia de la substancia blanca cerebral i preséncia de quists
(fletxa). B) Desmielinitzacié en una regi6 de la substancia blanca del cervell (fletxa) mitjangant la tincié de Kluver-

Barrera.

La regié del cervell que presentava desmielinitzacid es va estudiar microscopicament de
manera acurada. Es va observar que aquesta regié desmielinitzada presentava una menor
quantitat d’astrocits i un alt nombre de cossos amilacis o Corpora Amylacea (Figura 59 A).
Aquests cossos amilacis son inclusions associades a I'envelliment del cervell. Tot i que no
es coneix el tipus cel-lular on s’originen, la funcié i la formacié d’aquests cossos encara no
esta del tot clara. Aquests cossos amilacis és veuen incrementats en situacions d’estrés o
per situacions neuropatologiques com son l'epilépsia, I'esquizofrénia, la malaltia d’Alzheimer

i altres situacions neurodegeneratives (Cavanagh, 1999; Nishi et al., 2003).

De la mateix manera als astrocits també s’observava pérdua d’oligodendrocits en la regio

desmielinitzada (Figura 59 B) i una consequent pérdua d’axons neuronals (Figura 59 C).

Mitjancant estudis d'immunohistoquimica amb els anticossos contra GFAP, proteina tipica

d’astrocits, i amb I'anticos contra la proteina aB-cristalina, proteina d’estrés es va observar
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que el teixit mostrava una clara pérdua d’astrocits en aquesta regié (Figura 59 D) i una clara

evidéncia que en aquesta regi6 algunes cél-lules estaven patint cert estrés (Figura 59 E).

També es van realitzar estudis d’immunohistoquimica amb l'anticos contra CD68 es va
observar que hi havia infiltraci6 d’alguns macrofags en la zona desmielinitzada perd es va
concloure que la infiltracidé de les cél-lules del sistema immunitari en el teixit del pacient era
lleu (Figura 59 F).

Figura 59. Examinacié microscopica de la regié desmielinitzada en el cervell de la pacient. A) Abséncia
d’'astrocits i presencia d’'un alt nombre de cossos amilacis (fletxes) en la periferia de la substancia blanca
desmielinitzada. B) Pérdua d’astrocits i d’oligodendrocits en la regié desmielinitzada. C) Abséncia d’axons i
preséncia d’algunes protuberancies axonals (fletxes) en una regié determinada sense mielina utilitzant I'anticos
contra RTC7. D) Absencia d’astrocits observada utilitzant I'anticos contra GFAP (fletxes). E) Preséncia d’algunes
cel-lules positives per la proteina d’estrés aB-cristalina utilitzant un anticos especific contra aquesta (fletxes). E)
Infiltraci6 moderada de macrofags en la regié desmielinitzada mitjangant l'utilitzacié de I'anticos contra CD68

(fletxes).
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2. CARACTERITZACIO BIOQUIMICA DE LA MUTACIO PRESENTADA PER LA
PACIENT: S69L

L’analisi del gen MLC1 va determinar que la pacient era homozigot per la mutacié c206C>T.
La mutacié provocava un canvi d’aminoacid (una serina per una leucina) en la posici6é 69,
S69L. Aquesta mutacié es trobava localitzada en el primer pas transmembrana de la
proteina (Figura 60). Aquest canvi d’aminoacid afectava a un residu que es troba altament
conservat entre diferents espécies. S69L era una mutacié que ja s’havia detectat en altres

pacients de MLC indicant que es tractava d’'una mutacié patogeénica.

Anteriorment en el grup s’havien estudiat, a nivell bioquimic i molecular, diferents mutacions
en diferents sistemes heterdlegs com sén els oodcits de Xenopus i les cél-lules Hela.
Aquests estudis van demostrar que no totes les mutacions es comportaven de la mateixa
manera en termes d’expressié i localitzacié. Les mutacions es van classificar en lleus,
intermédies o severes, en funcié dels seus nivells de proteina a la membrana (Duarri et al.,
2008).

Figura 60. Predicci6 del model 2D de la proteina hMLC1. La

mutacié S69L, presentada per la pacient, es localitza en el primer pas

transmembrana de la proteina.

De la mateixa manera que s’havia fet en les mutacions trobades anteriorment, es va fer un

estudi de la mutacié S69L a nivell bioquimic.

2.1 GENERACIO DEL MUTANT hMLC1S69L | ANALISI DE LA PROTEINA MUTADA

Per tal de poder estudiar la mutacié que presentava la pacient, es va inserir la mutacié S69L
a la sequencia humana de la proteina. Aquest plasmid incorporava 2 epitops HA; un
localitzat a la part N-terminal i l'altre localitzat a I'Gltim /oop extracel-lular. Aquest plasmid va
ser transfectat en cél-lules HelLa per a realitzar els estudis de localitzacié i dels nivells
d’expressid de la mutacié. En aquests experiments in vitro les proteines van ser
anomenades de la seglent manera: hMLC1wt i h(MLC1S69L, per remarcar que es va utilitzar

la variant humana de la proteina.
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Per observar millor si la localitzacié de la mutaci6 hMLC1S69L era especificament a la
membrana plasmatica, les cél-lules es van contransfectar juntament amb la proteina de
membrana PH-GFP (domini homoleg de la plekstrina PLC31 fusionat a GFP) (Figura 61).

Figura 61. Estudi de la localitzaci6 de hMLC1wt i hMLC1S69L en cél-lules HeLa. A) Localitzacié a la
membrana plasmatica de la proteina hMLC1wt cotransfectada amb PH-GFP mitjangant immunofluorescencia. B)
Localitzacié intracel-lular de la proteina hMLC1S69L cotransfectada amb PH-GFP mitjangant
immunofluorescéncia. Dades corresponents a 4 experiments independents. Es detecta MLC1 utilitzant I'anticos

N4 (huma) contra la part N-terminal. Barra: 20 um.

A partir d’estudis dimmunofluorescéncia es va observar que la proteina wild-type
colocalitzava amb la PH-GFP a la membrana plasmatica de les cél-lules (Figura 61 A). En
canvi, la proteina mutada, hMLC1S69L, es quedava parcialment retinguda de manera
intracel-lular, incapa¢ d’arribar a la membrana plasmatica (Figura 61 B). Aquests resultats
eren similars als que s’havien obtingut anteriorment amb els estudis de localitzacio realitzats

amb les mutacions severes i intermitges (Duarri et al., 2008).

Després d’observar que la mutacié quedava parcialment retinguda es va estudiar quin era el
percentatge de proteina mutada capag d’arribar a la membrana plasmatica. Préviament en el
grup s’havia descrit que els mutants de la proteina MLC1 (amb excepcié del mutant P92S)
presentaven una reducci6 de la seva expressioé a la membrana plasmatica, quedant retinguts
a linterior cel-lular. De la mateixa manera que per aquests mutants, mitjancant
d’experiments d’ELISA detectats per luminescéncia, es va estudiar la quantitat de proteina

mutada capag d’arribar a la membrana (Figura 62).
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En el nostre grup de recerca s’havia descrit que la proteina GlialCAM actuava com a
subunitat § de MLC1 necessaria per al correcte trafic de MLC1 cap a les unions cel-lulars
(Lépez-Hernandez et al., 2011a). Aixi doncs, es van realitzar estudis de colocalitzacio entre
GlialCAM-hMLC1wt i GlialCAM-hMLC1S69L per esbrinar si GlialCAM seria capa¢ de

recuperar la localitzacié de hMLCA1.

Els resultats d’aquests experiments van mostrar que GlialCAM era capa¢ de portar a
hMLC1wt a les unions cel-lulars (Figura 63 A). De la mateixa manera que amb la proteina
wild-type, quan GlialCAM és trobava cotransfectada amb la mutaci6 hMLC1S69L, aquesta

també era capac de portar a la proteina mutada a les unions cel-lulars (Figura 63 B).

Figura 63. Estudi de localitzacié de les proteines hMLC1wt i hMLC1S69L amb preséncia de GlialCAM en
cél-lules HeLa. A) Localitzacié a les unions cel-lulars de la proteina hMLC1wt cotransfectada amb GlialCAM. B)
Localitzaci6 a les unions cel-lulars de la proteina hMLC1S69L cotransfectada amb GlialCAM. Dades
corresponents a 3 experiments independents. Es detecta MLC1 utilitzant I'anticos 3F10 contra I'epitop HA i

GlialCAM amb I'anticos C2 contra la part C-terminal. Barra: 20 um.
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El fet d’observar que GlialCAM era capac de treure del reticle endoplasmatic a hMLC1S69L i
dirgir-la a les unions cel-lulars, va fer replantejar si aquesta també seria capa¢ de millorar el
trafic cap a les unions d’altres mutacions descrites en el gen MLC1 estudiades anteriorment.
Aixi doncs, es van escollir unes quantes mutacions, algunes severes i altres no tan severes,
per estudiar-ne el trafic en preséncia de GlialCAM. Les mutacions que es mostren a
continuacié sén: hMLC1G89S, hMLC1N141K, hMLC1P92S, hMLC1L311INS.

Figura 64. Estudi de la localitzacio de diferents mutants de la proteina hMLC1 amb preséncia de
GlialCAM. Les mutacions estudiades son: hMLC1G89S, hMLC1N141K, hMLC1P92S, hMLC1L131Ins. La
proteina es troba concentrada a les unions cel-lulars en tots els casos. Dades corresponents a 3 experiments
independents. Es detecta MLC1 utilitzant I'anticos 3F10 contra I'epitop HA i GlialCAM amb l'anticos C2 contra la

part C-terminal. Barra: 20 um.

Per a poder quantificar si realment les mutacions es concentraven a les unions cel-lulars es
va calcular el guany d’intensitat de fluorescéncia a les unions (R=intensitat de fluorescéncia
a la unié / mitja de lintensitat de fluorescéncia a la membrana de la cél-lula 1 i mitja de

l'intensitat de fluorescéncia a la membrana de la cél-lula 2). Aquest calcul es va realitzar
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mitjancant el programa Imajed, en que es traca una linea al llarg de les dues cel-lules

estudiades i s’obté un perfil d’intensitat

Els estudis de localitzacio realitzats van determinar que GlialCAM que si que era capag de
treure del reticle la proteina hMLC1 quan aquesta es trobava mutada, millorant el seu trafic i
concentrant-la a les unions cel-lulars (Figura 64). Paral-lelament a aquest resultats es van
estudiar les mutacions hMLC1P92S i hMLC1S246R en astrocits de rata juntament amb
GlialCAM. De la mateixa manera que s’havia observat amb les cél-lules Hela, en els
astrocits també s'observava una millora en el trafic i en I'expressié de les mutacions quan

aquestes es trobaven en preséncia de GliaICAM (Capdevila-Nortes et al., 2013).

2.2 ESTUDI DE L’ESTABILITAT DE LA PROTEINA AMB LA MUTACIO S69L

Un altre punt important a estudiar era I'efecte que tenia la mutacié sobre I'estabilitat de la
proteina i si GlialCAM podia afectar-la. Anteriorment en el grup ja s’havia determinat que
altres mutacions afectaven l'estabilitat de la proteina hMLC1, segons el seu grau de severitat
(Duarri et al., 2008). Per a realitzar aquest experiment es va utilitzar un inhibidor de la sintesi

proteica, la cicloheximida (CHX).

Les cél-lules van ser transfectades amb hMLC1wt i hMLC1S69L amb o sense GlialCAM i
van ser incubades durant 1, 3 i 6 hores amb la CHX a 37°C. El temps 0 correspon al grup de
cél-lules que no van ser tractades (Figura 65 A). A temps 0, quan la proteina hMLC1S69L es
trobava cotransfectada amb GlialCAM, s’observava una disminucié de la seva expressio
respecte la proteina hMLC1wt. Quan les cél-lules es tractaven amb la CHX és podia
observar que I'estabilitat de la proteina hMLC1S69L anava disminuint progressivament amb
el temps indicant que la mutaci6 aportava inestabilitat a la proteina. En el cas de la proteina
hMLC1wt no hi havia cap tipus de disminucié indicant que la proteina en aquest cas es

mantenia estable (Figura 65 A).

Mitjancant la quantificacié dels nivells d’expressié obtinguts per WB, es va estudiar si el fet
de cotransfectar la proteina hMLC1S69L juntament amb GlialCAM, millorava I'estabilitat
respecte a quan aquesta es trobava transfectada sola. Els resultats de la quantificacio
indicaven que I'estabilitat de la proteina hMLC1wt sola i cotransfectada amb GlialCAM es
mantenia. En canvi, els nivells d’expressié de la proteina hMLC1S69L quan es trobava sola
es veien disminuits fins a obtenir només un 10%. El pic més gran de disminuci6 dels nivells
de proteina s’observaven durant la primera hora d’incubacié amb la CHX. Quan es va

cotransfectar hMLC1S69L juntament amb GlialCAM s’observava que també hi havia una
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disminuci6 dels nivells de proteina perd en aquest cas només fins a un 40-30%. Aquest
resultat estava indicant que GlialCAM podria ajudar a la millora de [I'estabilitat de
hMLC1S69L impedint que es degradés (Figura 65 B). Tot i aixi, els resultats no van ser

estadisticament significatius.
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Figura 65. Estudi de I'estabilitat de la proteina hMLC1S69L. A) Estudi de I'expressio mitjangcant WB de
hMLC1wt i hMLC1S69L cotransfectades amb GlialCAM i tractades durant 6 hores amb CHX (100ug/ml) B)
Quantificacié del percentatge de proteina que es troba a la membrana plasmatica, hMLC1wt i hMLC1S69L soles
i cotransfectades amb GlialCAM. Dades corresponents a 3 experiments independents. Es detecta MLC1 utilitzant
'anticos N4 (huma) contra la part N-terminal. S’utilitza I'actina com a control de carrega. Estadistica: ns (no
significatiu), t-Student.

3. ANALISI DE LES PROTEINES MLC1 | GlialCAM EN EL TEIXIT DE LA
PACIENT

Gracies a la donaci6 del cervell de la pacient es van poder realitzar diferents estudis per
entendre millor la fisiopatologia de la malaltia MLC. Es van aconseguir mostres de diferents
regions del cervell (cerebel, cortex i hipocamp) de la pacient i es van utilitzar per a I'estudi de

les dues proteines implicades en la malaltia: MLC1 i GlialCAM.

Els estudis de localitzacié primerament es van realitzar en el cortex. Es va observar que la
proteina MLC1 en el teixit control es localitzava en els astrocits situats al voltant dels vasos

sanguinis. En el cas del teixit de la pacient es podia observar que hi havia abséncia de la
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proteina MLC1. Per altra banda, la proteina GlialCAM es detectava tant en el teixit control
com en el teixit de la pacient. La proteina es trobava localitzada en els astrocits al voltant

dels vasos sanguinis (Figura 66 A).

Els estudis dels nivells d’expressiéo d’aquestes dues proteines es van realitzar en cortex,
cerebel i hipocamp de la pacient i paral-lelament es van utilitzar els mateixos teixits d’'un
control. Es va observar I'abséncia de la proteina MLC1 en els teixits de la pacient. A
diferéncia del que s’observava en sistemes heterolegs, com sén les linies cel-lulars, en el

teixit de la pacient la mutacié S69L implicava la pérdua total de la proteina.

La proteina GlialCAM, en canvi, si que hi era present perd amb una certa disminucié dels
seus nivells respecte el control (40%). Tot i aixi, no es podia concloure que aquesta
disminucio6 fos del tot fiable, ja que el temps post-mortem del teixit de la pacient va ser més
llarg de I'esperat i podria ser que aquest no es trobés en les condicions més optimes (Figura
66 B).
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Figura 66. Analisi de les proteines MLC1 i GlialCAM en el teixit de la pacient afectada per la MLC. A)
Localitzaci6 de les proteines MLC1 i GlialCAM a partir d’'immunohistoquimica en DAB en el cortex de la pacient
amb MLC i d’'un teixit control. B) Expressi6 de les proteines MLC1 i GliaICAM mitjangant WB en teixit de la
pacient i d’un teixit control a partir d'extractes de membrana de cortex, cerebel i hipocamp. Es detecta MLC1
utilitzant I'anticos N4 (huma) contra la part N-terminal i GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part C-terminal.

S'utilitza I'actina com a control de carrega. Cx:cortex; Cb:cerebel; Hip:hipocamp. Barra: 40 um.
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3.1 REEXAMINACIO DEL TEIXIT DE LA PACIENT

Els estudis de localitzaci6 realitzats amb el model de ratoli knock-out per Mic1, mostraven
que la proteina GlialCAM es trobava deslocalitzada en el cerebel (Capitol 1 de resultats).
Per aquesta rad, quan es van obtenir aquests resultats en el teixit del ratoli knock-out es va
recuperar el teixit de la pacient i es van refer els estudis de la localitzacié de GlialCAM.

Aquest cop els estudis de localitzacié es van realitzar en el cerebel.

A)

Figura 67. Analisi de les proteines MLC1 i GlialCAM en el cerebel de la pacient. A) Estudi de la localitzacio
de les proteines MLC1 i GlialCAM a partir d'immunofluorescéncia de doble marcatge amb GFAP en el cerebel
control. B) Estudi de localitzaci6 de MLC1 i GlialICAM a partir d'immunofluorescéncia de doble marcatge amb
GFAP en el cerebel de la pacient. S’observa la proteina MLC1 absent i la proteina Glial CAM deslocalitzada. Es
detecta MLC1 utilitzant I'anticos N4 (huma) contra la part N-terminal, GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part

C-terminal i GFAP amb un anticos comercial. Barra: 40 um.
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Mitjancant estudis d’immunofluorescéncia en el cerebel d’'un control es va observar que
MLC1 i GlialCAM es trobaven perfectament localitzades en els processos apicals de la glia
de Bergmann (Figura 67 A). Paral-lelament es van realitzar estudis de localitzacié en el
cerebel de la pacient. Aquests resultats demostraven que en aquesta cas també hi havia
una deslocalitzacié per part de GlialCAM en aquesta regid, de la mateixa manera que
s’havia observat anteriorment en el teixit de ratoli knock-out (Figura 67 B). En aquest
experiment també es van realitzar dobles marcatges amb GFAP per tal de verificar que la

deslocalitzaci6 era especifica dels astrocits que es troben en aquesta regié.

4. ANALISI DE LA PROTEINA CIC-2 EN EL TEIXIT DE LA PACIENT

En el Capitol 1 de resultats s’explicava que CIC-2 podria jugar un paper important en la
fisiopatologia de MLC, ja que aquesta proteina, igual que GlialCAM, es trobava
deslocalitzada en la glia de Bergmann del ratoli knock-out, i presentava uns nivells

d’expressio disminuits un 50% en aquest mateix teixit.

Anteriorment s’havien intentat realitzar estudis de localitzacié en el teixit huma perd I'anticos
de CIC-2 del qual es disposava en aquell moment no era del tot especific per la técnca
d’immunofluorescéncia i no detectava la proteina per WB. Per aquesta rad es va generar un
nou anticos contra la part C-terminal de CIC-2. Aquest nou anticos va ser purificat i testat per

la companya de laboratori Tanit Arnedo.

Per tant, de la mateixa manera que es va fer per a la proteina GlialCAM, quan es va obtenir
el nou anticos contra CIC-2 es va tornar a examinar el teixit de la pacient per saber si també

hi podia haver canvis en els nivells d’expressio i en la localitzacié de CIC-2.

Els resultats dels estudis de localitzacié no eren del tot clars ja que com s’ha explicat abans,
el teixit possiblement no es trobava en les millors condicions. Semblava que en el teixit de la
pacient hi havia una certa deslocalitzacié per part de la proteina CIC-2, principalment en la
substancia blanca i en els processos de la glia de Bergmann (fletxes), respecte el teixit
control (Figura 68 A). A banda, els estudis de WB senyalaven que la proteina es trobava
disminuida gairebé al 100% (Figura 68 B). Faria falta examinar de nou un altre pacient per
tal de verificar els resultats obtinguts ja que de moment els estudis per la proteina CIC-2

generen dubtes.
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Figura 68. Analisi de la proteina CIC-2 en el teixit de la pacient. A) Estudi de la localitzacié a partir de la
técnica immunohistoquimca DAB de CIC-2 en la substancia blanca i en la glia de Bergmann del cerebel en el
teixit control (fletxes) i en el teixit de la pacient. B) Estudi de I'expressié mitjangcant WB de CIC-2 en diferents
regions del cervell del teixit control i del teixit de la pacient. Es detecta CIC-2 utilitzant I'anticos Ct contra la part
C-terminal. S'utilitza I'actina com a control de carrega. Cx:cortex; Hip: Hipocamp; Cb:cerebel, wm: white matter
(substancia blanca); gB: glia de Bergmann. Barra: 40 um.
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Estudis de protedmica realitzats en col-laboracié amb I'empresa Logopharm van mostrar que
CIC-2 estava associada a l'interactoma de GlialCAM, juntament amb MLC1 (Jeworutzki et
al., 2012). Diferents estudis d’'immunoprecipitacions (tant en cél-lules HeLa com en cervells
de ratoli), d’interaccié a partir del métode Split-TEV (Capdevila-Nortes et al., 2012) i estudis
de localitzacié van demostrar que GlialCAM i CIC-2 interaccionaven directament (Jeworutzki
et al.,, 2012). Paral-lelament a aquests estudis també es van realitzar experiments
d’electrofisiologia, en odcits de Xenopus, cél-lules HelLa i astrocits de rata, que indicaven
que la sobreexpressié de GlialCAM incrementava les corrents a través del canal CIC-2,
canviant les seves propietats d’activacio i la seva rectificacio, permeten més flux de CI" a

potencials positius (Jeworutzki et al., 2012).

Les ceél-lules glials tenen una elevada permeabilitat als ions de K' i un potencial de
membrana que es despolaritza quan hi ha una alta activitat neuronal. S’hipotetitza que la
relacio fisiologica entre GlialCAM i CIC-2 podria tenir un paper important amb 'homeostasi
de les cél-lules juntament amb altres proteines transmembrana (AQP4, Kir 4.1, Cx43, GLT-

1...) regulant el transport d’ions, osmdlits organics i aigua.

Aquest capitol s’ha dividit en dues parts: la primera és I'estudi de I'efecte del K* sobre les
proteines GlialCAM i CIC-2, i la segona és el desenvolupament d’'un nou model cel-lular, el

cultiu primari d’oligodendrocits, per a I'estudi de la relacio fisiologica entre GlialCAM i CIC-2.

PART 1: EFECTE DEL K* SOBRE LA LOCALITZACIO DE GlialCAM | CIC-2 EN
ASTROCITS DE RATA | RATOLI

1. ANALISI DE LES PROTEINES GlialCAM, MLC1 i CIC-2 EN CONDICIONS
D’ALT CONTINGUT DE K" EN ASTROCITS DE RATA

1.1 ANALISI DE LA PROTEINA GlialCAM

Estudis preliminars de time course realitzats per la Dra. Tania Lépez, antiga membre del
grup, en astrocits de rata incubats en un medi amb una concentracié de K de 60mM entre 1
i 6 hores, semblaven provocar un canvi en la localitzacioé de GlialCAM. Per tant, primerament
es va intentar reproduir aquests resultats observats. Es va realitzar el mateix experiment que
s’havia fet anteriorment. Astrocits diferenciats durant 3 setmanes amb AraC se’ls va canviar
el medi DMEM, a un grup de cel-lules se'ls va posar medi fisioldgic i a un altre grup se’ls va
posar un medi amb alt contingut de K*. Transcorregut el temps necessari (6 hores) es va

analitzar la localitzaci6 de GlialCAM mitjangant estudis d’immunofluorescéncia.



Resultats. Capitol 3 208

A) C)
Fisio 6h
Fisio Alt K+
o~
8]
s 1th 3h 6h 1h 3h 6h
<
s 202 - (NN C'2ichv
o 55kDa - emr-———— A CliN2
€
<
B)
®
c
=]
©
<]
c
<]
=
=
<
o
.y
o
s
<

Figura 69 Analisi de la proteina GlialCAM en astrocits de rata tractats amb un medi amb alt contingut de
K*. A) Localitzacié de GlialCAM en astrocits de rata tractats amb medi fisioldgic i medi amb alt contingut de K*
durant 6 hores mitjangant immunofluorescéncia. S'utilitza I'anticos policlonal GlialC2 contra una part del C-
terminal de la proteina. B) Localitzacié de GlialCAM en astrocits de rata tractats amb medi fisiologic i medi amb
alt contingut de K durant 6 hores mitjangant immunofluorescéncia. S'utilitza I'anticds comercial monoclonal
contra una regio de la part extracel-lular de la proteina. C) Expressio de la proteina GlialCAM mitjangant WB a
diferents temps d’incubacio (1h, 3h, 6h) dels astrocits amb medi fisioldgic i medi amb alt contingut de K. Dades
corresponents a 5 experiments independents. S’utilitza I'actina com a control de carrega. Fisio: medi fisiologic;

K*: medi amb alt contingut de K. Barra: 20 um.

Es va estudiar la localitzaci6é de la proteina GlialCAM en astrocits que havien estat tractats
durant 6 hores amb medi fisioldgic 0 medi amb alt contingut de K*. De la mateixa manera
que s’havia fet anteriorment, es va detectar GlialCAM amb dos anticossos diferents (Figura
69 A i B). En ambdés casos les imatges i el tractament d’aquestes es van realitzar en les

mateixes condicions d’intensitat (mateix exposure time en el microscopi).

Es va fer una immunofluorescéncia permeabilitzant en la que es va detectar GliaICAM amb
un anticds policlonal contra un péptid de la part C-terminal de la proteina. En aquest
experiment es va observar que els astrocits tractats amb un medi amb alt contingut de K*
semblaven presentar una marca més intensa de GlialCAM a les membranes cel-lulars a

diferéncia del astrocits tractats amb medi fisioldgic (Figura 69 A).
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Paral-lelament es van realitzar estudis de localitzaci6 empran Ila técnica
d’immunofluorescéncia no permeabilitzant utilitzant un anticds monoclonal contra una part
de la regi6é extracel-lular de GlialCAM. Aquest anticds mostrava una marca més difusa de la
proteina en condicions fisioldgiques. En aquest cas, també es va observar que els astrocits
tractats amb el medi amb alt contingut de K" semblaven mostrar una marca més intensa de
GlialCAM a les membranes cel-lulars. Es formaven contactes entre els astrocits respecte els

que havien estat tractats amb medi fisioldgic (Figura 69 B).

Es van intentar quantificar les membranes dels astrocits per tal de verificar si realment hi
havia un efecte del K* perd no es va aconseguir extreure cap conclusid estadisticament
significativa, ja que GlialCAM és una proteina que en condicions normals ja es troba

localitzada a les membranes cel-lulars.

Mitjancant estudis de WB es van examinar els nivells d’expressié de la proteina en les
diferents condicions. Els resultats van determinar que el fet que els astrocits es trobessin en

un medi amb més K" no feia variar els nivells d’expressié GlialCAM (Figura 69 C).

1.2 ANALISI DE LA PROTEINA MLC1

De la mateixa manera que s’havia fet per a GlialCAM, es va estudiar la localitzacié6 de MLC1
en els astrocits de rata després de ser tractats amb medi fisioldgic o amb medi amb alt

contingut de K.

Els estudis de localitzacié fets per MLC1 van mostrar que, les cél-lules que havien estat
tractades amb el medi que contenia un alt contingut de K*, també semblaven mostrar una
major intensitat de fluorescéncia de la proteina localitzada a les membranes cel-lulars
(Figura 70 A). Tot i aixi, MLC1 també es una proteina que es localitza a la membrana en
condicions fiosoldgiques i per tant tampoc es podia concloure que realment el K* tingués

efecte en aquest cas.

Els WB realitzats en les mateixes cél-lules van determinar que, de la mateixa manera que
GlialCAM, els nivells d’expressié no variaven quan els astrocits tractats amb el medi amb

alta concentracio de K* (Figura 70 B).
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Figura 70. Analisi de la proteina MLC1 en astrocits de rata tractats amb un medi amb alt contingut de K".
A) Localitzacio de MLC1 en astrocits de rata tractats amb medi fisioldgic i medi amb alt contingut de K* durant 6
hores mitjangant immunofluorescéncia. B) Expressi6 de la proteina MLC1 mitjangant WB a diferents temps
d’incubacioé (1h, 3h, 6h) dels astrocits amb medi fisiologic i medi amb alt contingut de K*. Dades corresponents a
3 experiments independents. Es detecta MLC1 utilitzant I'anticos N4 (ratoli) contra la part N-terminal. S'utilitza

I'actina com a control de carrega. Fisio: medi fisioldgic; K*: medi amb alt contingut de K*. Barra: 20 um.

1.3 ANALISI DE LA PROTEINA CIC-2

El seglient pas era estudiar la localitzacié de CIC-2 en les mateixes condicions que s’havia
fet per a GlialCAM i MLC1. Anteriorment s’havien intentat realitzar aquests experiments
perd l'anticos contra la proteina CIC-2 del qual es disposava no era del tot especific i era
dificil detectar-la. Posteriorment es van poder realitzar aquests experiments gracies a la

generaci6 del nou anticos contra CIC-2.

De la mateixa manera que per a GlialCAM i MLC1, un grup d’astrocits es va tractar durant 6
hores amb medi fisiologic i un altre amb medi amb alt contingut de K*. Es van realitzar
estudis de localitzaci6 mitjangant immunofluorescéncia i, en aquest cas, els resultats
indicaven que CIC-2 era capa¢ de localitzar-se a les membranes d’alguns astrocits quan

aquests havien estat incubats amb el medi amb alt contingut de K* (Figura 71 A).

Com que la marca de CIC-2 endogena era una mica difusa es va pensar en sobreexpressar
la proteina en els astrocits a partir d’'un adenovirus desenvolupat anteriorment en el
laboratori. L’adenovirus utilitzat portava incorporat un epitop Flag. Aquests adenovirus de
sobreexpressié es van infectar 48 hores abans de realitzar I'experiment. Passat el temps
necessari perqué les cél-lules haguessin sobreexpressat la proteina, es van tractar de la
mateixa manera que s’havia fet en els casos anteriors (6 hores amb medi fisioldgic i amb
medi amb alt contingut de K*). Aixi doncs, de la mateixa manera que la proteina endogena,

quan es sobreexpressava CIC-2 i es detectava amb l'anticos contra Flag també s’observava
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que aquesta era capac¢ de concentrar-se en algunes unions astrocitaries en preséncia d’'una
major quantitat de K" extracel-lular (Figura 71 B).
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Figura 71. Analisi de la proteina CIC-2 en astrocits de rata tractats amb un medi amb alt contingut de K".
A) Localitzacio de CIC-2 en astrocits de rata tractats amb medi fisiologic i medi amb alt contingut de K* durant 6
hores mitjangant immunofluorescéncia. Es detecta la proteina amb I'anticos Ct contra CIC-2. B) Localitzaci6 de
CIC-2 en astrocits de rata infectats amb virus de sobreexpressié CIC-2 Flag tractats amb medi fisiologic i medi
amb alt contingut de K* durant 6 hores mitjangant immunofluorescéncia. Es detecta la proteina amb I'anticos
contra Flag. C) Expressi6é de la proteina CIC-2 mitjangcant WB a diferents temps d’incubacié (1h, 3h, 6h) dels
astrocits amb medi fisioldgic i medi amb alt contingut de K*. Dades corresponents a 4 experiments independents.

S'utilitza I'actina com a control de carrega. Fisio: medi fisioldgic; K': medi amb alt contingut de K*. Barra : 20 um.

Aquests resultats indicaven que una alta concentracié de K* tenia un efecte sobre CIC-2 i
que aquesta condicié era necessaria per a la localitzaci6 de la proteina a les unions

astrocitaries.

Per WB es van examinar els nivells d’expressié de la proteina CIC-2 i es va determinar que
l'alt contingut de K' extracel-lular tampoc feia variar els nivells d’expressi6 d’aquesta

proteina (Figura 71 C).



Resultats. Capitol 3 212

2. ESTUDIS ELECTROFISIOLOGICS DE GlialCAM | CIC-2 EN CONDICIONS D’
ALT CONTINGUT DE K*

Els estudis electrofisiologics que es mostren a continuacioé es van realitzar amb col-laboracié

amb el Dr. Xavier Gasull (UB-IDIBAPS) mitjancant la técnica de Patch-Clamp.

Per a realitzar aquests registres els astrocits es van tractar amb diBAMPC enlloc de AraC
(condici6 utilitzada normalment per a la diferenciacié). Havien de ser aquestes les
condicions ja que els astrocits que creixen en cultiu sén cel-lules poligonals una mica
aixafades i, per tant, dificil de registrar-les mitjangcant aquesta técnica. Quan les ceél-lules es
tracten amb diBAMPc, canvien la seva morfologia transformant-se a cél-lules amb forma
més estrellada amb el cos més arrodonit facilitant el registre. A més a més, ja estava descrit
que en aquestes condicions els astrocits expressaven el canal de CI" CIC-2 (Ferroni et al.,
1997).

A partir de cultius primaris d’astrocits, incubats amb un medi fisioldgic 0 amb un medi amb
alt contingut de K, es van analitzar les corrents del canal CIC-2. Els astrocits control, és a
dir les que s’havien tractat préviament amb medi fisiologic, mostraven la tipiques traces a
potencials negatius de les corrents de CI' mediades pel canal CIC-2. Les correnst de CI
registrades en els astrocits tractats amb el medi amb alt contingut de K*, en canvi,
mostraven un canvi de comportament, donant lloc a unes traces molt similars a les que
s’obtenia quan es sobreexpressava la proteina GlialCAM (Figura 72 A). En aquestes
corrents també va observar que el canal s’activava a potencials positius. En condicions d’alt
contingut de K*, les corrents incrementaven i presentaven una menor rectificacio (Figura 72
B).

Aquests resultats juntament amb els de I'estudi de localitzacié indicaven que una alta
concentracié de K* era I'estimul necessari per a qué CIC-2 es localitzés a les membranes
astrocitaries i canviés les seves propietats de canal. Per tant, podria ser que GlialCAM es
trobés més concentrat a les membranes cel-lulars en aquestes condicions i consequentment

portés també a CIC-2 a localitzar-se a les membranes.
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Figura 72. Mesura de I’activitat CIC-2 en astrocits de rata tractats amb un medi amb alt contingut de K*. A)
Registres representatius de les corrents de clorur detectades en astrocits de rata tractats amb diBAMPc.
S’observen les traces tipiques de les corrents de clorur a través del canal CIC-2 sense cap estimul, en alt
contingut de K* i amb una sobreexpressio de GlialCAM. Cél-lules analitzades per grup n=10. B) Relacio entre

corrent i voltatge en estat d’equilibri (steady state).

3. ANALISI DE LES PROTEINES GlialCAM | CIC-2 EN CONDICIONS D’ALT
CONTINGUT DE K* EN ASTROCITS DEL RATOLI KNOCK-OUT

El fet de veure que els astrocits de rata tractats amb alt contingut de K* semblaven mostrar
una major concentracié de GlialCAM a la membrana cel-lular i que aixd implicava que CIC-2
també fos capac¢ de localitzar-se a les membranes d’alguns astrocits, van fer plantejar

algunes preguntes respecte els resultats obtinguts amb els astrocits del knock-out per Mic1.

Per qué la proteina GlialCAM es trobava deslocalitzada només en algunes regions del
cervell? Per qué aquesta deslocalitzacié no s’observava en el cultiu primari d’astrocits del
knock-out? Aquesta deslocalitzacié depenia d’alguna condicié concreta? En base a
aquestes preguntes es va pensar en realitzar el mateix tipus d’experiments en el cultiu

primari d’astrocits del knock-out aplicant I'estimul del K*.
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4.1 ESTUDI DE LA LOCALITZACIO DE GlialCAM EN ELS ASTROCITS DEL KNOCK-
ourt

Com ja s’ha explicat en el capitol 1 de Resultats, GlialCAM en els astrocits del ratoli knock-
out es trobava localitzada en les membranes cel-lulars, de la mateixa manera que ho feia en
els astrocits del ratoli wild-type, a diferéncia del que s’havia observat en el cerebel de

'animal.

Aixi doncs, de la mateixa manera que s’havia fet amb els astrocits de rata, es van tractar els
astrocits del ratoli wild-type i del knock-out amb els medis fisioldgic i amb el que contenia un
alt contingut de K*. En primer lloc es va estudiar la localitzaci6 de MLC1 i GlialCAM

endogena mitjangant immunofluorescéncia en aquestes condicions.

Els resultats dels experiments d’immunofluorescéncia indicaven que MLC1 es trobava
localitzada a les membranes astrocitaries en els astrocits wild-type, tant en condicions
fisioldogiques com en condicions d’alt contingut de K, i que es trobava absent en els astrocits
del knock-out (Figura 73 A).

Quan es va estudiar la proteina GlialCAM, es va observar que en condicions fisioldgiques
aquesta es trobava localitzada a les membranes cel-lulars tant en els astrocits del wild-type
com en els astrocits del knock-out, tal com s’havia observat anteriorment. En canvi, en
condicions d’alt contingut de K' s’observava que alguns dels astrocits del knock-out
semblaven mostrar una deslocalitzacié de GlialCAM (Figura 73 B). En els astrocits de ratoli
s’havia observat que la deteccié de les proteines enddgenes no era tan clara com
s'observava en els astrocits de rata. Per aquesta rao6 i per tal d’assegurar-nos que el K*
estigués fent algun efecte especific sobre GlialCAM en els astrocits del knock-out es van
infectar els astrocits de ratoli amb I'adenovirus de sobreexpressié Glial CAM-Flag generat

anteriorment en el laboratori.
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A)
FISIOLOGIC ALT K+

Ast WT Ast KO Ast WT Ast KO

B)
FISIOLOGIC ALT K+

Ast WT Ast KO Ast WT Ast KO

Figura 73. Estudi de la localitzacié de les proteines MILC1 i GlialICAM endogenes en condicions d’alt
contingut de K* en astrocits de ratoli knock-out. A) Localitzacid de MLC1 en astrocits (Ast) WT i KO en
condicions fisiologiques i en condicions d’alt contingut de K™ mitjancant immunofluorescéncia. La proteina en les
cél-lules WT es localitza a la membrana cel-lular (fletxes) B) Localitzacié de GlialCAM en astrocits (Ast) WT i KO
en condicions fisioldgiques i en condicions d’alt contingut de K* mitjangant immunofluorescéncia. La proteina es
localitza sempre a la membrana cel-lular menys en condicions d’alt contingut de K’ (fletxes) Dades
corresponents a 4 experiments independents. Es detecta MLC1 utilitzant I'anticos N4 (ratoli) contra la part N-

terminal i GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part C-terminal. WT: wild-type; KO: knock-out. Barra: 20 um.

Aixi doncs, es va sobreexpressar I'adenovirus de GlialCAM-Flag 48 hores abans de realitzar
I'experiment. Passat el temps necessari perque les cél-lules haguessin sobreexpressat la
proteina, es van tractar de la mateixa manera que s’havia fet en els casos anteriors (6 hores
amb medi fisiologic i amb medi amb alt contingut de K*). Com a control es van realitzar
immunofluorescéncies detectant la proteina p-Catenina (marcador d’unions) en les mateixes

condicions.



Resultats. Capitol 3 216

A)
FISIOLOGIC ALT K+

Ast WT Ast KO Ast WT Ast KO

B)
FISIOLOGIC ALT K+

Ast WT Ast KO Ast WT Ast KO

Figura 74. Estudi de la localitzacié de GlialCAM-Flag i B-Catenina en condicions d’alt contingut de K* en
astrocits del ratoli knock-out. A) Localitzacié de GlialCAM-Flag en astrocits (Ast) WT i KO en condicions
fisiologiques i en condicions d’alt contingut de K* mitjangant immunofluorescéncia. La proteina es localitza
sempre a la membrana cel-lular menys en condicions d’alt contingut de K* (fletxes) B) Localitzacié de p-Catenina
en astrocits (Ast) WT i KO en condicions fisioldgiques i en condicions d’alt contingut de K* mitjangant
immunofluorescéncia. S'utilitza aquest marcador com a control positiu. Dades corresponents a 4 experiments
independents. Es detecta GlialCAM utilitzant I'anticos contra I'epitop Flag i p-Catenina utilitzant un anticos

comercial. WT: wild-type; KO: knock-out. Barra: 20 um.

Els astrocits del wild-type en qualsevol condicié i els astrocits del knock-out en condicions
fisioldgiques, mostraven que la proteina es trobava localitzada a la membrana cel-lular. En
canvi, els astrocits del knock-out que havien estat incubats amb el medi que contenia un alt
contingut de K* presentaven una localitzaci6 intracel-lular i desordenada de GlialCAM
(Figura 74 A). Els resultats d’aquest experiment van ser positius ja que molts dels astrocits
del knock-out que havien estat tractats amb alt contingut de K* semblaven patir el mateix

efecte que s’havia observat anteriorment amb la proteina endogena.
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En el cas de la p-Catenina es va observar que no hi havia diferéncia en la localitzaci6 entre

els astrocits del wild-type i del knock-out ni entre els diferents tractaments (Figura 74 B).

Aquests resultats estaven reafirmant que K' generava algun efecte sobre la proteina

GlialCAM i que era especific

Per a quantificar d’alguna manera la deslocalitzacié presentada per GlialCAM, quan aquesta
se sobreexpressava en els astrocits del knock-out, es van comptar les cél-lules analitzades
per immunofluorescéncia i es va calcular el percentatge de les que mostraven la proteina a

les unions cel-lulars.

*kk

ns Figura 75. Quantificacio de la sobreexpressié de

100= - GlialCAM-Flag en unions astrocitaries. Localitzacio
e s
2 — i mitjancant immunofluorescéncies en astrocits (Ast) WT i
(=}
€ 8 KO en medi fisiologic i en medi amb alt contingut de K*.
5 60 Numero de cél-lules contades : Ast WT Fisio (64); Ast
g
L WT K" (76); Ast KO Fisio (52); Ast KO K*(70). Dades
40+
§ corresponents a 4 experiments independents. WT:wild-
s
GQ 20+ type. KO: knock-out. Estadistica: ns (no significatiu);
X
p*** < 0,001 t-Studen no aparellada.
C | | L]
,\Q"e\ \‘,\‘\‘& oé\é\ ,lp‘{~
K\) X X
vf’\ W vg&* W0

Aixi doncs, tal com s’indica a la figura 75, els astrocits del knock-out que havien estat
infectats amb GlialCAM-Flag i que havien estat incubats en condicions d’alt contingut de K*
mostraven un percentatge menor de GlialCAM a les membranes astrocitaries (16,8 %)
respecte els astrocits del knock-out tractats amb medi fisiologic (68,8 %) i respecte els

astrocits del wild-type tractats amb alt contingut de K* (91,9 %).

També es va observar una disminuci6 de la localitzacié de GlialCAM a les unions cel-lulars
en els astrocits del knock-out tractats amb medi fisiologic respecte als astrocits del wild-type
en les mateixes condicions. Aquesta diferéncia no s’havia observat en els experiments en
que es detectava la proteina endogena segurament pel fet de que la marca és més difusa en

aquest cultiu.
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4.2 ESTUDI DE LA LOCALITZACIO DE CIC-2 EN ELS ASTROCITS DEL KNOCK-OUT

En els astrocits de rata s’havia observat que CIC-2 es trobava localitzada en algunes
membranes astrocitaries sota I'efecte del K. En canvi, de la mateixa manera que GlialCAM,
in vivo s’observava que CIC-2 es trobava deslocalitzada en la glia de Bergmann. Els
astrocits del ratoli knock-out quan havien estat tractats amb un medi amb alt contingut de K*
també mostraven una deslocalitzaci6 de GlialCAM. Per tant va sorgir el dubte de si
localitzacié de CIC-2 en els astrocits del knock-out es trobava afectada quan aquests havien

estat tractats amb un medi amb alt contingut de K".

De la mateixa manera que s’havia fet anteriorment pels astrocits de rata i de ratoli, es van
tractar de nou astrocits wild-type i astrocits knock-out, en condicions fisiologiques i d’alt

contingut de K*, i es va estudiar la localitzacié de CIC-2.

FISIOLOGIC ALT K+

Ast WT Ast KO Ast WT Ast KO

Figura 76. Estudi de la localitzacié CIC-2 en condicions d’alt contingut de K* en astrocits de ratoli knock-
out. Localitzaci6 de CIC-2 en astrocits WT i KO en condicions fisiologiques i en condicions d’alt contingut de K*
mitjangant immunofluorescéncia. CIC-2 es localitza a la membrana cel-lular en astrocits WT en condicions d’alt
contingut de K" (fletxes). Dades corresponents a 2 experiments independents. Es detecta CIC-2 utilitzant I'anticos

Ct contra la part C-terminal. WT: wild-type; KO: knock-out. Barra: 20 um.

Els estudis d'immunofluorescéncia van mostrar que en els astrocits wild-type tractats amb
medi fisiologic la proteina es localitzava de manera intracel-lular, tal com s’observava en els
astrocits de rata en condicions fisioldgiques. En canvi, quan els astrocits wild-type estaven
tractats amb el medi amb alt contingut de K, CIC-2 era capa¢ d’arribar a les unions

cel-lulars (Figura 76).

En el cas dels astrocits knock-out, la proteina es localitzava intracel-lularment quan aquests
es tractaven amb medi fisiologic, igual que els astrocits wild-type i els astrocits de rata. Perd
quan els astrocits del knock-out eren tractats amb medi amb alt contingut de K*, CIC-2 era

incapac d’arribar a la membrana cel-lular (Figura 76).
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Aquests resultats estaven indicant que el defecte que tenia la proteina GlialCAM en els
astrocits del knock-out, en preséncia d'un alt contingut de K', podria estar afectant
directament a la localitzacié de CIC-2, impedint que aquesta tampoc fos capag¢ de localitzar-

se a les unions cel-lulars.

Avui en dia s’estan continuant els estudis amb CIC-2 per tenir més experiments i poder
realitzar una quantificacié. També s’estan duent a terme experiments de Patch Clamp en
astrocits del knock-out en aquestes condicions per saber si el defecte observat en la

localitzacié GlialCAM i CIC-2 pot donar algun tipus de defecte funcional al canal.

PART 2: DESENVOLUPAMENT D’UN CULTIU PRIMARI D’OLIGODENDROCITS
DE RATA PER A L’ESTUDI DE LA RELACIO FISIOLOGICA ENTRE GlialCAM |
CiC-2.

Els oligodendrocits son cél-lules de naturalesa neuroectodérmica que es localitzen en la
substancia gris i en la substancia blanca del Sistema Nervids Central i la seva funcié
fonamental és la de formar i mantenir la beina de mielina que recobreix els axons. Aquestes

cél-lules tenen un paper important en la desmielinitzacié i en la remielinitzacié.

Les principals caracteristiques que diferencien els oligodendrocits dels astrocits son la mida,
ja que sbn cél-lules més petites, la densitat del citoplasma i del nucli, 'abséncia del filaments
intermitjos i de glicogen en el citoplasma, i la preséncia d’'un gran nombre de microtibuls en
els seus processos que ajuden a millorar la seva estabilitat (Baumann and Pham-Dinh,
2001).

La progressio al llarg del llinatge oligodendroglial es produeix per una programa altament
regulat de la migracié, la proliferacio, la diferenciacié i la mielinitzacié (Barateiro and
Fernandes, 2014). Al llarg del desenvolupament, les diferents etapes oligodendroglials
poden ser identificades gracies a la seva capacitat de migracio, a la complexitat morfologica
i el patré6 d’expressié de marcadors especifics. La majoria dels autors comparteixen que la

maduracio6 dels oligodendrocits consta de quatre etapes principals (Figura 77).
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Figura 77. Esquema de la diferenciacié cel-lular dels oligodendrocits. Les diferents etapes de diferenciacio
dels oligodendrocits son: 1) cél-lules progenitores d’oligodendrocits, 2) Preoligodendrocits, 3) Oligodendrocits

immadurs i 4) Oligodendrocits madurs. Imatge extreta de (Barateiro and Fernandes, 2014)

Els oligodendrocits juntament amb els astrocits estan interconnectats a través d’unions gap
formades per connexines. Els tres tipus de connexines que expressen els oligodendrocits
son: Cx32, Cx47 i Cx29.

Fins al moment, en el nostre laboratori només s’havia treballat amb astrocits com a model in
vitro, pero el fet de que tant GliaICAM com CIC-2 també es trobessin localitzades en els
oligodendrocits va fer pensar que aquest podria ser un possible model cel-lular per a I'estudi
de la relacio fisiologica entre aquestes dues proteines. A més, recentment s’ha publicat en el
grup juntament amb el grup del Dr.Thomas Jentsch que I'abséncia de GlialCAM i de MLC1,
en els models animals knock-out per aquestes dues proteines, afectava a la localitzacié de
GlialCAM i CIC-2 al voltant del soma dels oligodendrocits i a les corrents del canal CIC-2 en

aquest tipus cel-lular (Hoegg-Beiler et al., 2014).

1. ESTUDI DE LA LOCALITZACIO DE GlialCAM I CIC-2 EN OLIGODENDROCITS
DE LA SUBSTANCIA BLANCA DE CEREBEL DE RATA

Préviament al desenvolupament del cultiu primari d’oligodendrocits, es van dur a terme
experiments de colocalitzacioé entre GlialCAM i CIC-2 en teixit de cerebel de rata. Mitjangant
dobles immunofluorescencies es va detectar que GlialCAM i CIC-2 colocalitzaven en
aquesta regid, concretament en els tractes mielinics al llarg dels cossos oligodendrocitics
(Figura 78 A).
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Paral-lelament es va realitzar una doble immunofluorescéncia entre GlialCAM i connexina
47, proteina localitzada en la membrana dels oligodendrocits, com a control. Es va observar
una clara colocalitzacié entre les dues proteines en els tractes mielinics (Figura 78 B).
Aquests resultats confirmaven la localitzacié de GlialCAM en aquest tipus cel-lular ja descrita

anteriorment.

A)
B)

Figura 78. Estudi de la colocalitzacié de GlialCAM amb CIC-2 i GlialCAM amb Cx47 en la substancia

blanca del cerebel de rata A) Estudis de localitzaci6 fets a partir d'immunofluorescéncies de doble marcatge

entre GlialCAM i CIC-2. Es detecta GlialCAM utilitzant un anticos monoclonal i CIC-2 utilitzant I'anticos Ct contra
la part C-terminal. Barra: 20 um. B) Estudis de localitzacio fets a partir d'immunofluorescéncies de doble
marcatge entre GlialCAM i Cx47. Es detecta GlialCAM utilitzant un anticos monoclonal i Cx47 utilitzant un anticos

comercial. Barra: 40 um.

2. CARACTERITZACIO DEL CULTIU PRIMARI D’OLIGODENDROCITS DE RATA

2.1 ESTUDI DE LOCALITZACIO DE MARCADORS ESPECIFICS D’OLIGODENDROCITS

Després de comprovar que GlialCAM i CIC-2 colocalitzaven en aquestes cél-lules glials, es
va procedir a posar a punt el cultiu primari d’oligodendrocits de rata (apartat 3.2.2 dels

Materials i Métodes).

Es van seleccionar diferents marcadors a diferents temps de maduraci6é per a realitzar la

caracteritzacié del model: NG2 (proteoglica condroitinsulfat) com a marcador de cél-lules
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progenitores, A2B5 com marcador d’estadis de preoligodendrocits i MBP (proteina basica de

mielina) com a marcador d’oligodendrocits madurs.

Es van realitzar estudis d’'immunofluorescéncia en el cultiu d’oligodendrocits per tal de
verificar que les cél-lules expressaven els marcadors especifics de les diferents etapes de
maduracié. Es van obtenir resultats per als marcadors NG2 i MBP. En les imatges
s’apreciava clarament el canvi de morfologia d’aquestes ceél-lules glials degut a la
diferenciacio. Les cél-lules progenitores (NG2 positives) mostraven reactivitat en el seu cos i
en els seus processos. Tenien processos curts i acostumaven a ser cél-lules petites i que
ocupaven poc espai. En el cas de MBP, s’observava reactivitat en cél-lules molt
desenvolupades amb una gran quantitat de processos fins que acabaven formant una xarxa.
Els processos fins sorgien del processos més gruixuts els quals sorgien del cos de

I'oligodendrocit (Figura 79).

Els estudis realitzats pel marcador A2B5 van ser negatius, ja que aquest no es va poder

detectar en els oligodendrocits. Possiblement, el problema venia donat per la poca

especificitat de I'anticos utilitzat.

Figura 79. Localitzaci6 de marcadors
especifics d’oligodendrocits. NG2, marcador
especific de cél-lules progenitores. MBP
marcador especific d’oligodendrocits madurs.

Barra: 20 um.

2.2 ESTUDI DE LA LOCALITZACIO DE GlialCAM | CIC-2 EN EL CULTIU PRIMARI
D’OLIGODENDROCITS

El seglient pas era estudiar en quines etapes de maduracié s’expressaven les proteines
GlialCAM i CIC-2. Per a l'estudi de localitzacié de les proteines GlialCAM i CIC-2 és van
realitzar immunofluorescéncies en oligodendrocits sense diferenciar amb o sense NG2, i en

oligodendrocits difrenciats juntament amb MBP.

Els oligodendrocits no diferenciats amb NG2 presentaven una marca de GlialCAM difusa en
tots els processos cel-lulars (Figura 80 A). En el cas de la proteina CIC-2 també s’observava

una marca difusa al llarg dels processos i una marca més intensa en el nucli i al seu voltant
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(Figura 80 B). El fet de que els oligodendrocits fossin cél-lules més petites i amb un cos molt

petit dificultava I'observacié d’aquestes dues proteines a la membrana cel-lular.

A)

Merge

B)

Figura 80. Estudi de la localitzacié6 de GlialCAM i CIC-2 juntament amb el marcador NG2 en
oligodendrocits de rata no diferenciats. A) Localitzaci6 de GlialCAM mitjangant immunofluorescencia. La
proteina s’observa de manera discreta (fletxes). B) Localitzaci6 de CIC-2 mitjangant immunofluorescéncia. La
proteina s’observa en els processos i en el nucli i al seu voltant (fletxes). Dades corresponents a 2 experiments
independents. . Es detecta GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part C-terminal, CIC-2 utilitzant I'anticos Ct

contra la part C-terminal i NG2 utilitzant un anticos comercial. Barra: 20 um.

Tot i no disposar d’'un marcador d’etapes intermitges de la maduracio, es van realitzar altres
estudis d'immunofluorescéncia en oligodendrocits no diferenciats per saber si GlialCAM i
CIC-2 s’expressava en etapes en que les ceél-lules podrien ser preoligodendrocits o

oligodendrocits madurs.

Les imatges van mostrar una clara marca de GlialCAM per tota la membrana del cos de
oligodendrocit que s’extenia des dels processos principals fins a les petites ramificacions
(Figura 81 A). En el cas de CIC-2 també es va observar una marca en els processos pero de
manera més difusa i sense marca a la membrana (Figura 81 B). En aquest cas també es va
observa marcade CIC-2 als nuclis de les cél-lules i al seu voltant. Es necesari corroborar

aquests resultats amb un marcador equivalent a les diferents etapes de maduracio.
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A)

Figura 81. Estudi de la localitzacié6 de GlialCAM i CIC-2 en oligodendrocits de rata no diferenciats. A)
Localitzaci6é de GlialCAM a la membrana dels oligodendrocits al voltant del cos i en els processos (fletxes). B)
Localitzaci6 de CIC-2 en els processos oligodendrocitics i en el nucli (fletxes). Dades corresponents a 2
experiments independents. . Es detecta GlialCAM utilitzant I'anticds C2 contra la part C-terminal i CIC-2 utilitzant

I'anticos Ct contra la part C-terminalBarra: 20 um.

Paral-lelament també es van realitzar immunofluorescéncies amb MBP en oligodendrocits
diferencitas durant 3 dies. En aquests experiments es va observar que en els oligodendrocits
madurs, GlialCAM també es localitzava a la membrana cel-lular al voltant del cos cel-lular i
en els processos oligodendrocitics (Figura 82 A). En aquest cas CIC-2 també s’obserbava

de manera difusa, principalment en algun procés i al voltant del nucli (Figura 82 B).

Aquests resultats indicaven que les proteines GlialCAM i CIC-2 s’expressaven al llarg del
procés de maduracio dels oligodendrocits. Aquestes dues proteines semblaven trobar-se en
localitzacions similars a les observades en els astrocits, Glial CAM principalment s’observava
en els processos oligodendrocitics i a la membrana cel-lular i CIC-2 es detectava de manera

més difusa i propera al nucli.
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A)

B)

Figura 82. Estudi de la localitzaci6 de GlialCAM i CIC-2 juntament amb el marcador MBP en
oligodendrocits de rata. . A) Localitzacié de GlialICAM mitjangant immunofluorescéncia. La proteina s’observa a
la membrana de la ceéllula (fletxa). B) Localitzacié de CIC-2 mitjangant immunofluorescéncia. La proteina
s’observa en els processos oligodendrocitics i al voltant del nucli (fletxa). Dades corresponents a 2 experiments
independents. Es detecta GlialCAM utilitzant I'anticos C2 contra la part C-terminal, CIC-2 utilitzant I'anticos Ct

contra la part C-terminal i MBP utilitzant un anticos comercial. Barra: 20 um.

En base a aquests primers resultats i tenint en compte els estudis posteriors que es volien
realitzar, es va acordar utilitzar el cultiu primari d’oligodendrocits sense diferenciar ja que en
aquestes condicions ja s’havia detectat una bona marca de GlialCAM a la membrana de la
cél-lula. Pel que fa a la marca de CIC-2 no semblava variar en les diferents etapes de

diferenciacio.

3. ESTUDI DEL COMPORTAMENT D’ALGUNES MUTACIONS DE GlialCAM EN
OLIGODENDROCITS

Es coneix que GlialCAM és una molécula que es localitza principalment a les membranes
cel-lulars. Anteriorment en el grup, s’havien estudiat variants mutades (dominants i
recessives) de la proteina en astrocits de rata i en cél-lules HeLa (Lopez-Hernandez et al.,
2011a, 2011b). Avui en dia encara no es coneix perqué algunes mutacions es comporten

com a recessives i altres com a dominants i si tenen diferents propietats bioquimiques.
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Actualment, en el grup s’estan estudiant i caracteritzant noves mutacions de GlialCAM
trobades en pacients amb la malaltia MLC mitjangant el cultiu primari d’astrocits de rata i

mitjancant el cultiu primari d’astrocits del knock-out.

Aixi doncs les mutacions descrites en GLIALCAM s’han classificat de la segliient manera: 1)
les que redueixen els nivells de proteina; 2) les que mostren defecte en I'oligomeritzacié i en
el trafic; 3) les que no mostren defectes en I'oligomeritzacié perd si en el trafic; 4) les que no
mostren cap defecte i 5) les que mostren defectes en abséncia de MLC1 (observat en

astrocits del knock-out).

En aquest treball es van estudiar diferents variants mutants, dominants i recessives, en el
cultiu primari d’oligodendrocits. Es volia saber si en aquest tipus cel-lular aquestes
mutacions presentaven un comportament de localitzaci6 semblant a I'observat en els

astrocits.

Es van seleccionar diferents mutacions dominants i recessives. Les mutacions dominants
que es van estudiar van ser: GlialR92W, GlialK135Del, GlialID128N i GlialG89S. Les
mutacions recessives van ser: GlialR92Q, GlialP148S i GlialD211N. Aixi doncs, aquestes
variants mutants es van infectar mitjancant adenovirus de sobreexpressio 48 hores abans de
realitzar I'experiment, i posteriorment, es va estudiar la seva localitzaci6 mitjangant

immunofluorescéncia.

Es va observar que GlialCAM wild-type es localitzava principalment a la membrana que
envolta el soma de I'oligodendrocit, rodejant el nucli, i en els processos oligodendrocitics. En
el cas dels mutants es va detectar que n’hi havia dos, el K135Del i el D211N que
presentaven una localitzacié molt intensa per tot I'oligodendrocit, tant en els processos com
en el cos. La localitzaci6é d’aquestes variants semblava ser més intensa que la proteina wild-
type (Figura 83). Aquestes dues variants pertanyen al grup de mutacions que en astrocits no

mostren cap defecte (dades no publicades).

També es va observar que hi havia tres mutants, R92W, G89S i D128N que presentaven
una localitzaci6 com més desordenada en els processos i formaven agregats al costat del
nucli de la cél-lula (Figura 83, fletxes). Aquestes tres variants s6n mutacions dominants. La
resta de mutants, R92Q i P148S presentaven una senyal més difusa que la resta de mutants
i mostraven la proteina de manera desordenada principalment en els processos de la
cel-lula. A excepcio de P148S, que en astrocits de rata no mostra cap tipus de defecte, la

resta semblaven mantenir el mateix comportament que en els astrocits.
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Figura 83. Estudi de la localitzaci6 de diferents mutants de GlialCAM en el cultiu primari
d’oligodendroécits. Estudi de la localitzacié mitjangant immunofluorescéncia en oligodendrocits de rata infectats
amb adenovirus de GliaICAMWT-Flag, GlialR92Q-Flag, GlialCAM R92W-Flag, GlialCAMP148S-Flag,
GlialCAMK135Del-Flag, GlialICAMD211N-Flag, GlialCAMD128N-Flag, GlialCAMG89S-Flag. El mutants Glial CAM
R92W-Flag, GlialCAMD128N-Flag, GlialCAMG89S-Flag mostren agregats en el cos de I'oligodendrocit (fletxes).
Dades corresponents a 3 experiments independents. Es detecta GlialCAM utilitzant I'anticds contra I'epitop Flag.

Barra: 20 um.

Fins al moment no s’ha pogut explicar amb exactitud el patré6 de comportament que
segueixen les mutacions descrites en el gen GLIALCAM. Aquests son resultats preliminars
els quals s’han intentat quantificar perd es necessitaria de més experiments per a poder
determinar amb exactitud quin és el comportament exacte d’aquestes mutacions en els

oligodendrocits.
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4. ESTUDI DE LA LOCALITZACIO DE CIC-2 EN CONDICIONS D’ALT
CONTINGUT DE K* EN OLIGODENDROCITS

De la mateixa manera que s’havia fet en els astrocits, tant de ratoli com de rata, es va
estudiar si la localitzacié de CIC-2 en el cultiu primari d’oligodendrocits amb condicions d’alt
contingut de K" també canviava. El disseny de I'experiment va ser el mateix que es va

utilitzar per als astrocits.

Els oligodendrocits es van tractar amb el medi fisiologic o amb el medi amb alt contingut de
K*. Els oligodendrocits que havien estat tractats amb el medi que contenia un alt contingut
de K, presentaven una marca més intensa de CIC-2 en els processos respecte els
oligodendrocits tractats amb medi fisiologic (Figura 84, fletxes). Aquests resultats indicaven

que el K" també causava un efecte sobre CIC-2 en aquest tipus cel-lular.

Aquests experiments sén preliminars. Caldria continuar-los realitzant experiments de Patch
Clamp en aquestes ceél-lules per a comprovar si, en aquest cas, I'efecte del K* també

repercuteix en que hi hagi un canvi en 'activitat del canal CIC-2 en aquest tipus cel-lular.

Fisio 6h

Figura 84. Estudi de la localitzacié de CIC-2 en condicions d’alt contingut de K en el cultiu primari
d’oligodendrocits de rata. Localitzacié de la proteina CIC-2 mitjangant immunofluorescéncia en condicions
fisiologiques i en condicions d’alt contingut de K'. Dades corresponents a 2 experiments independents. Es

detecta CIC-2 utilitzant I'anticos Ct contra la part C-terminal. Barra: 20 um.
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Els resultats presentats per aquest nou model cel-lular s6n preliminars. Durant la realitzacio
d’aquest treball només s’ha pogut arribar fins aquest punt. Es suggereix que en un futur es
podrien continuar els estudis sobre la relacio fisioldgica entre GlialCAM i CIC-2 amb aquest
model i es podria posar a punt un cultiu primari d’oligodendrocits del ratoli knock-out per tal
de verificar si 'abséncia de MLC1 provoca un defecte sobre GlialCAM i CIC-2 tal i com s’ha

observat en el teixit.






CAPITOL 4.

ESTUDI DE zMLC1 | zGlialCAMa IN VITRO |
EN EL MODEL KNOCK-OUT PER zmlc1 EN
PEIX ZEBRA
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La recerca biomeédica depén de I'utilitzacié6 d’animals per entendre la patogénesis de
malalties humanes a nivell cel-lular i molecular. Models de mamifers, com el ratoli, sén dels
meés utilitzats ja que mantenen una gran similitud amb el genoma huma, amb la biologia

cel-lular i amb la fisiologia dels humans.

Avui en dia, pero, s'utilitzen altres models animals, com el peix zebra (Danio rerio), perqué
ofereix un gran ventall d’avantatges com per exemple el baix cost en comparacié amb el
ratoli, la capacitat d’aplicar técniques genétiques a gran escala i la claredat optica dels

embrions, fet que permet una visualitzacio in vivo i a temps real (Lieschke and Currie, 2007).

Gracies als coneixements del Dr. Alejandro Barrallo, en el laboratori es va desenvolupar un
model knock-out per al gen zmlic1 per tal de poder avancgar en la recerca de la leucodistrofia
MLC.

En un primer instant és va voler generar el model knock-out en peix zebra a partir de la
técnica de TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) mitjangant els serveis
Zebrafish Tilling Project que disposava el Centre d’Investigacié Fred Hutchinson. En la
sequenciacio dels primers exons no es va detectar cap codé sfop ni cap mutacié que pogués
acabar suprimint I'expressié normal de la proteina, perd es va detectar una mutacio
missense (c.241T>G) en un al-lel (MLC1 ™?%). Aquesta era una mutacié que es trobava
localitzada en el primer domini transmembrana i que canviava un residu hidrofob (isoleucina)
per un residu amb carrega positiva (arginina). L’introducci6é d’aquesta carrega positiva seria

perjudicial per a la proteina.

Anteriorment, la Dra. Tania Loépez havia comencgat a desenvolupar algunes de les eines
necessaries per a I'estudi del peix knock-out. Primerament es va clonar el gen ortoleg per
MLCA1, el qual s’ha anomenat zMLC1, es va revisar que la seqliéncia fos correcta i es va
procedir a expressar-lo en cél-lules HelLa, perd cap dels anticossos fets en el laboratori
contra la proteina MLC1 eren capacos de detectar-lo. Per aquesta raé es va generar un
anticos contra la proteina zMLC1. Aquest nou anticods va ser provat en cel-lules Hela, a les
quals se’ls havia transfectat la proteina zMLC1 préviament, i en aquest cas els resultats van
ser positius. La proteina mantenia el seu pes molecular i es localitzava en les membranes

cel-lulars.
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Posteriorment, aquest anticos contra la proteina zMLC1 és va utilitzar per a la deteccio de la
proteina en teixits de peix zebra adult. Els resultats van mostrar la preséncia de zMLC1 en el

cervell i de manera més discreta en l'ull (Sirisi et al., 2014).

1. ESTUDI DE zGlialCAMa IN VITRO

La Dra. Tania Lépez anteriorment havia comencat els estudis amb el gen ortdleg zGlial CAM.
Es va trobar que existien dos gens ortolegs per la proteina GlialCAM en el peix zebra:
zGliaCAMa i zGlial CAMb.

Aquests gens es van clonar i s’hi van fusionar tres epitops Flag per tal de poder-los detectar

in vitro, ja que en aquell moment no es disposava de cap anticos contra la proteina.

Els resultats van mostrar que la variant zGlialCAMa s’expressava millor que la variant
zGlialCAMb i que mostrava un comportament similar a la proteina humana. La variant
zGlialCAMa es localitzava en les membranes i unions cel-lulars mentre que la variant
zGlialCAMb presentava un marcatge difus de manera intracel-lular i no era capag d’arribar a

la membrana plasmatica (Figura 86).

A

Figura 86. Estudi de la localitzacié de
zGlialCAMa i zGlialCAMb en cél-lules
HeLa. A) zGlialCAMa. B) zGlialCAMb. Es
detecta zGlialCAM utilitzant I'anticds contra
I'epitop Flag. Barra: 20 um. Imatge extreta i
modificada de la tesi de la Dra. Tania

Lopez Hernandez.
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1.1 PURIFICACIO DE L’ANTICOS CONTRA LA PROTEINA zGlialCAMa
Tal i com s’ha explicat en l'apartat 2.3 de Materials i Métodes, es va generar un anticos

contra la part C-terminal de la proteina zGlialCAMa i es va purificar en el laboratori.

Per a verificar que I'anticos que s’havia generat era especific es van realitzar experiments

d’expressiod i localitzacio en cél-lules Hel a.

Es va transfectar el plasmid zGlialCAMa-Flag i és van realitzar estudis dels nivells de
proteina i de localitzacié utilitzant I'anticds contra Flag com a control positiu i I'anticds contra

zGlialCAMa. Com control negatiu es van utilitzar cel-lules sense transfectar.

A) B)
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Anti-Flag

Ctrl

]
72 kDa- ' Flag
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zGlialCAMa-Flag

Anti-zGlialCAMa
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S5KD2" ey Actina

Figura 87. Analisi de zGlialCAMa en cél-lules HeLa. A) Estudi de I'expressié mitjancant WB en cél-lules
transfectades amb zGlialCAMa-Flag. Es detecta la proteina utilitzant I'anticos contra Flag com a control positiu i
amb I'anticos contra la proteina zGlialCAMa. El control negatiu sén cél-lules sense transfectar. S’utilitza 'actina
com a control de carrega. B) Estudi de la localitzaci6 a partir d'immunofluorescéncies en cél-lules Hela
transfectades amb zGlialCAMa. Es detecta zGlialCAMa utilitzant I'anticos contra Flag com a control positiu i amb

I'anticos generat contra la proteina . Barra: 20 um.

A partir d’'aquests estudis es va observar que l'anticos era especific per a la proteina
zGlialCAMa. El WB mostrava el pes molecular predit de la proteina de la mateixa manera
que ho feia quan s'utilitzava I'anticos contra Flag (Figura 87 A). Les imatges
d’immunofluorescéncia mostraven que zGlialCAMa era capa¢ de localitzar-se en les unions

cel-lulars i a les membranes cel-lulars utilitzant I'anticos contra Flag. Utilitzant I'anticos
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generat contra la proteina zGliaICAMa s’observava la mateixa localitzacié de la proteina,
tant en unions cel-lulars com en les membranes, confirmant que I'anticos era especific de
zGlialCAMa (Figura 87 B).

Aixi doncs, a partir d’aquell moment es disposava d’una nova eina per a l'estudi de

zGlialCAMa en el model knock-out de zmlic1 en peix zebra.

1.2 ESTUDI IN VITRO DE MUTACIONS DOMINANTS DESCRITES EN PACIENTS

El seglient que es va fer va ser estudiar el comportament d’algunes mutacions dominants de
GlialCAM que s’havien descrit en pacients afectats per la MLC. Aquestes es van clonar en el
peix zebra utilitzant com a motlle la variant zGlialCAMa ja que es comportava de manera
similar a la proteina humana. Les variants que es van generar van ser: zGlial CAMaG89S,

zGlial CAMaG89D i zGlialICAMaD128N. Les variants portaven incorporats tres epitops Flag.

hsGLIALCAM MKRERGAL -~--~-SRASRALRLAPFVYLLLIQTDPLEGVNITSPYRLIHGTVGKSALLSVQ
mmGlialCAM MKRERGAL ----SRASRALRLSPFVYLLLIQPVPLEGVNITSPVRLIHGTVGKSALLSVQ
drGlialcama MKAEREAS--CKETAIPSLFLLLWLFIFSLADVG--GVNISSPSPVVRGTLGGSALLSVT
drGlialcamb MASEDKﬁNDNANNTQLQDTETSDKLDDSNWFDSNPEGVNITSLETLIRGTVGGEALLSVR
**A* * *l * *l*‘l
hsGLIALCAM YSSTSSORPYVVKWQLKRDKPVTVVQSIGTEVIGTLRPDYRDRIRLFENGSLLLSDLQLAD
mmGlialCAM YSSTSSDKPVVEWQLKRDKPVTVVQSIGTEVIGTLRPDYRDRIRLFENGSLLLSDLQLAD
drGlialcama YTSTSLOHPVIKWQLKRDKPVTVVQSIGTDIIGNLRPEYRGRILLYENGSLLLHNLRLSD
drGlialcamb ¥SSTSQDSPVIKWQLKRDKPVTVVQSIGTEIIGNLRPEYRDRILVFENGTLLLHNLRLSD
t:('* * t*:'**’*‘**tt*'*tt*‘*::*thttt:lt.ﬁt ::t*t:**' :':(:*
hsGLIALCAM EGTYEVEISITODTFTGEKTINLTVDVPISRPQVLVASTTVLELSEAFTLNCSHENGTKP
mmGlialCAM EGTYEVEISITODTFTGEKTINLTVDVPISRPQVLVASTTVLELSEAFTLNCSHENGTKP
drGlialcama EGSYEVEISITODTFTGERHVNLTVDIPYSRPFIHMVASSVLELTEFFILNCTHESGTKP
drGlialcamb EGTYEVEISITODTFTGERNINLTVDEPISKPHVYMLASTVLELTENFTLNCTHDTGTKA
.X:'*tttttt'*ttttt: :"Xt' t:‘:* . & ::1X'¥‘:¥ * ttt:t:.¥tt‘
hsGLIALCAM SYTWLKDGKPLLNDSRMLLSPDQKVLTITRVLMEDDDLYSCMVENPISQGRSLPVKITVY
mmGlialCAM SYTWLKDGKPLLNDSRMLLSPDQKVLTITRVLMEDDDLYSCVVENPISQVRSLPVKITVY
drGlialcama TYSWLKGGKSLTNDSRLLLSHDQKVLTISRVMMSDDDVYSCRVENPISSMKSMPVELTVY
drGlialcamb IYSWAKGGHPLLNETRLLLSSDQKVLTITRVQMSDDDVYSCMVENPISSMRSPAIRLTVY
t:l -*'t:'t t::*:t*‘ t‘t*ltt:tb “tiiitit tt*tii. :* .-”-:*‘t
hsGLIALCAM RRSSLYIILSTGGIFLLVTLVTVCACWKPSK--RKQKK--LEKQNSLEYMDONDDRLKPE
mmGlialCAM RRSSLYIILSTGGIFLLVTLVTVCACWKPSKKSRKKRK-~LEKQNSLEYMDQNDDRLKSE
drGlialcama RRSSLYIILSTGGIFLLITLVTVCACWKPSKKKREQ--~-LARQSVAEQSNGS-HEV---
drGlialcamb KRSSLYIILSTVGIFLLITLVTVCACWKPTKKSKRQKSKSIPRTIPPNHHIRY HDVKPE
SHEERREREER KRR RRERE R EERE . ¥ 5
hsGLIALCAM ADTLPRSGEQERKNPMALYILKDKDSPET -EENPAPEPRSATEPGPPGYSVSPAVPG-RS
mmGlialCAM ADTLPRSGEQERKNPMALYILKDKDSSEP-DENPATEPRSTTEPGPPGYSVSPPVPG-RS
drGlialcama VDIVPARNYHNRRNPGGLYVLNETDFPGGTDESSGNYINPIDPLSPPCYPSMAPPPSSQS
drGlialcamb EDAIP[MTDHERRNPVSLYILKEKDSPPG EPASACETCTSNSSSPPSTSSSIPPPS DS
‘ *% ‘* ' .* . # ‘* l . *. *
hsGLIALCAM PGLPIRSARRYPRSPARSPATGRTH----- SSPPRAPSSPGRSRSASRTLRTAGVHIIREQDEAGPVEISA------
mmGlialCAM PGLPIRSARRYPRSPARSPATGRTH=~--~~ TSPPRAPSSPGRSRSSSRSLRTAGVQRIREQDESGQVEISA--~--~~
drGlialcama PDAYMHSGRRYPRTPVPSPPPTPHG---TFSPPLSCPIYPGSLTRKPHPPRLSSSPPHAEDPPTDGENTMHHHSLPR
drGlialcamb LEPPﬁRSSRRYPRTSTKSPPHHRRRRGHSESPPAPSSPYGRESGQﬁPRSPVSFNPARKPQDPSTPPQDPRGSPKT——

S AR, o

Figura 88. Alineament de la seqiiéncia de GlialCAM en diferents espécies. Seqliéncia humana (hs),
seqliéncia de ratoli (mm) i seqiieéncies dels dos ortolegs (a,b) de peix zebra (dr). La linia vermella representa el
domini Ig-V, la linea blava representa el domini 1g-C2 i la linea verda representa el putatiu domini
transmembrana. Les mutacions GlialG89S, G89D i D128N es troben conservades i es marquen amb vermell. La
regié de seqiiéncia en color verd indica el péeptid utilitzat per a la generacié de la I'anticos contra la proteina
zGlialCAMa.
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Es va observar que la seqiiéncia de la proteina GlialCAM es trobava altament conservada
entre les espécies de peix zebra, ratoli i huma, principalment en els dominis Ig
extracel-lulars. En canvi en el domini C-terminal, a la part intracel-lular, hi havia menys
residus conservats. Les mutacions que es descriuen en aquest apartat experimental també

es trobaven conservades en peix zebra, ratoli i huma (Figura 88).

Les variants de la proteina humana d’aquestes mutacions s’havien estudiat anteriorment en
cél-lules HelLa i en astrocits de rata. Estudis en cél-lules HeLa demostren que aquestes
mutacions no eren capaces de localitzar la proteina a les unions cel-lulars perd si a la
membrana plasmatica en alguns casos (Lépez-Hernandez et al., 2011b). En canvi, estudis
de les mutacions en astrocits van mostrar que la proteina era incapag¢ d’arribar a la
membrana presentant un marcatge difus intracel-lular (Lopez-Hernandez et al., 2011a).

Aquests resultats indicaven que aquestes mutacions mostraven defecte en el trafic.

Aixi doncs, es va decidir estudiar la localitzacié i els nivells d’expressido d’aquestes
mutacions presentades per la proteina en cél-lules HelLa utilitzant I'anticds contra Flag i

I'anticos contra la proteina zGlialICAMa.

Per a poder quantificar si realment existia un enriquiment a les unions cel-lulars es va
calcular el guany d’intensitat de fluorescéncia a les unions (R=intensitat de fluorescéncia a la
unié / mitja de l'intensitat de fluorescéncia a la membrana de la cél-lula 1 i mitja de l'intensitat
de fluorescéncia a la membrana de la cél-lula 2). Aquest calcul es va realitzar mitjancgant el
programa Imajed, en qué es traga una linea al llarg de les dues cél-lules estudiades i s'obté

un perfil d’intensitat.

Els resultats d’aquest experiment, utilitzant I'anticés contra Flag, van mostrar que les tres
mutacions analitzades, zGlial CAM-G89S, zGlialCAM-G89D i zGlial CAM-D 128N, localitzaven
la proteina en unions cel-lulars en alguns casos i de manera intracel-lular en altres (Figura
89 A). Es per aix0 que es va realitzar un comptatge de cél-lules per saber quin era el
percentatge capag¢ de localitzar la proteina a les unions cel-lulars. Els resultats del
comptatge van mostrar que les tres mutacions arribaven en menor percentatge a unions
cel-lulars respecte la proteina wild-type, mostrant diferéncies estadisticament significatives
(Figura 89 B).
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Figura 89. Estudi de la localitzacié de les mutacions de zGlialCAMa en cél-lules HelLa. A) Localitzacio6 de les
variants mutants mitjangant immunofluorescéncies en cel-lules HelLa i utilitzant l'anticos contra Flag. B)
Representacié grafica del percentatge de cel-lules que son capaces de localitzar la proteina a les unions
cel-lulars. zGlialCAM-wt n=14 (719 ceél-lules contades); zGlialCAM-G89S n=10 (510 cél-lules contades);
zGlialCAM-G89D n=9 (460 cel-lules contades); zGlialCAM-D128N n=9 (486 cel-lules contades). Estadistica
utilitzada: *** p<0,001; ** p<0,01; t-Student no aparellada. Barra: 20 um.

Paral-lelament es va realitzar el mateix experiment utilitzant 'anticos contra zGlialCAMa. En
aquest cas, també es van realitzar immunofluorescéncies per tal d’estudiar la localitzacié
dels mutants i posteriorment es va fer el recompte de cél-lules. De la mateixa manera que
utilitzant I'anticos contra Flag, es va observar que la localitzacié del mutants podia ser tan a
les unions cel-lulars com de manera intracel-lular (Figura 90 A). EI comptatge de cél-lules
indicava que les variants mutades arribaven en menor percentatge a les unions cel-lulars
respecte la proteina wild-type (Figura 90 B). Aquests resultats també van ser

estadisticament significatius.
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Figura 90. Estudi de la localitzacié de les mutacions de zGliaICAMa en cél-lules HeLa. A) Localitzacio6 de les
variants mutants mitjangant immunofluorescéncies en cél-lules HelLa utilitzant I'anticos contra la proteina
zGlialCAMa. B) Representaci6 grafica del percentatge de cel-lules que s6n capaces de localitzar la proteina a les
unions cel-lulars. zGlialCAMawt n=4 (142 ceél-lules contades); zGlialG89S n=5 (155 ceél-lules contades);
zGlialG89D n=5 (202 cel-lules contades); zGlialD128N n=5 (148 cél-lules contades). Estadistica utilitzada: **
p<0,01; * p<0,05; t-Student no aparellada. Barra: 20 um.

Aquests resultats eren similars als que s’havien obtingut amb aquestes i altres variants de la
proteina humana (L6pez-Hernandez et al., 2011b), indicant que les variants mutades de

zGlialCAMa es comportaven de la mateixa manera i mostraven un defecte en el trafic.

1.3 ESTUDI DELS NIVELLS D’EXPRESSIO DELS MUTANTS DE zGlialCAMa

Posteriorment a l'estudi de la localitzacié de les variants de zGlialCAMa wild-type, es va

procedir a realitzar estudis de WB d’aquestes variants.

En aquest cas també es va realitzar I'experiment detectant I'epitop Flag o detectant la
proteina zGlialCAMa. Tal i com s’observa a la figura 91, les mutacions dominants estudiades

de zGlialCAMa mostraven els seus nivells d’expressié similars a la proteina wild-type, de la
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mateixa manera que s’havia observat amb les variants de la proteina humana estudiades en
astrocits de rata (Lopez-Hernandez et al., 2011a). Aquests resultats indicaven que la

proteina no es degradava sin6é que només mostrava una localitzacié defectiva.
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Figura 91. Estudi dels nivells d’expressi6 de les mutacions dominants de zGlialCAMa. Estudi de I'expressio
mitjangant WB en cél-lules Hela transfectades utilitzant I'anticos contra la proteina zGlialCAMa i I'anticos contra

Flag. Dades corresponents a 3 experiments independents. S’utilitza I'actina com a control de carrega.

2. ESTUDI DE zMLC1 | rCIC-2 EN PRESENCIA DE zGlialCAMa

21 ESTUDI DE LA LOCALITZACIO DE zMLC1 | rCLC-2 AMB PRESENCIA DE
zGlialCAMa IN VTRO

En els anteriors capitols s’explica que GlialCAM és capag de dirigir el trafic de MLC1 i CIC-2
a les unions cel-lulars. Per tan el seglient pas era estudiar si zGlialCAM també seria capag
de portar zMLC1 i rCIC-2 a unions. En el cas de CIC-2 és va utilitzar la variant de la proteina
de rata ja que recentment en el grup s’ha trobat que existeixen tres ortodlegs de la proteina
en el peix zebra: zCIC-2a, zCIC-2b i zCIC-2C. Actualment la companya de laboratori, Carla

Pérez Rius esta realitzant diferents estudis d’aquestes proteines.

Els resultats dels estudis de localitzacié indicaven que zGlialCAMa, també en aquest cas,
era capac de localitzar a zMLC1 a les unions cel-lulars de la mateixa manera que ho feia la
proteina humana (Figura 92 A). En el cas de rCLC-2, quan aquesta es trobava en preséncia
de zGlialCAMa també era capag de localitzar-se en les unions entre cél-lules (Figura 92 B).
Els resultats obtinguts indicaven que la proteina zGlialCAM de peix zebra tenia el mateix

comportament que la proteina humana estudiada anteriorment.
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Figura 92. Estudi de la localitzacié de zMLC1 i rCLC-2 amb preséncia zGlialCAMa en cél-lules HeLa. A)
Localitzacié6 de zMLC1 mitjangant immunofluorescéncia de doble marcatge amb zGlialCAMa en cél-lules Hela.
B) Localitzacié de rCIC-2 mitjangant immunofluorescencia de doble marcatge amb zGlialCAMa en cél-lules Hela.
Dades corresponents a 3 experiments independents. Es detecta zMLC1 utilitzant I'anticdos contra aquesta
proteina, zGlialCAMa utilitzant I'anticds contra I'epitop Flag i CIC-2 utilitzant I'anticds Ct contra la part C-terminal.

Barra: 20 um.

2.2 ESTUDIS ELECTROFISIOLOGICS rCIC-2 EN PRESENCIA DE zGlialCAMa EN
OOCITS DE XENOPUS

Tal i com ja s’ha explicat anteriorment s’havia descrit que GlialCAM tenia la capacitat de
modificar les propietats d’activacio i de rectificacié del canal CIC-2 (Jeworutzki et al., 2012).
Es per aixd que es va plantejar dur a terme experiments en oocits de Xenopus per saber si
zGlialCAMa també era capa¢ de modificar les propietats del canal, tal i com ho feia la
proteina humana. Aquests experiments van ser realitzats pel company de laboratori Héctor

Gaitan.

Els registres realitzats mostraven que el fet de coexpressar zGlialICAMa juntament amb
rCLC-2 en els oocits produia una rectificacié del canal tal i com es mostrava en els
experiments de (Jeworutzki et al., 2012). Les corrents de CIC-2 juntament amb zGlialCAMa
mostraven que hi havia una activacié a potencials positius. En canvi, quan el canal es

coexpressava amb zGlialCAMb no s’observaven canvis, les traces obtingudes eren molt
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similars a les que es donen quan el canal es troba sense interaccionar amb GliaCAM (Figura

93).
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Figura 93. Mesura de I’activitat CIC-2 en oocits de Xenopus amb preséncia de zGlialCAMa i zGlialCAMb.

Registres representatius de les corrents de clorur quan el canal es troba sol,0 amb preséncia de zGlialCAMa i
zGlialCAMb. Dades corresponents a: CIC-2 (n=7 cél-lules analitzades); CIC-2+zGlialCAMa (n=4 cel-lules
analitzades); CIC-2+zGlialCAMb (n=7 cél-lules analitzades).

Per tant zGlialCAMa en aquest cas també mostrava el mateix comportament sobre CIC-2

canviant les seves propietats de canal de la mateixa manera que s’havia observat

anteriorment amb els astrocits de rata.

3. ESTUDIS DE LA LOCALITZACIO DE zMLC1 | zGlialCAMa EN EL CERVELL

DEL PEIX ZEBRA KNOCK-OUT

Amb col-laboracié amb la Dra. Ménica Folgueira de la Universitat de la Corufia es van dur a

terme experiments de localitzacié de zMLC1 i zGlialICAMa en teixits del peix zebra knock-

out.
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L’objectiu era saber si també en aquest cas I'abséncia de zMLC1 afectaria a la localitzacié
de zGlialCAMa, tal i com s’havia observat en el cerebel del ratoli knock-out i en el de la

pacient (Hoegg-Beiler et al., 2014; Sirisi et al., 2014).

Es va analitzar el cervell del peix zebra i es va observar la preséncia de la proteina zMLC1
en el teixit wild-type, just en la regi6 de la superficie ventricular i pial del cortex. També es
detectava la proteina en els astrocits situats al voltant del vasos sanguinis. En el cas del
teixit del peix knock-out no es va observar cap marca amb I'anticos contra zMLC1 indicant

que aquests resultats eren especifics (Figura 94 A).

Mitjangcant immunofluorescéncia també es va analitzar la retina del peix zebra. En aquest
cas s’observava una alta expressio de la proteina zMLC1 en la membrana interna de la
retina en el teixit del wild-type, principalment en els peus astrocitaris de la glia de Miller i en
la glia radial. En canvi, en el teixit del knock-out no es va observar cap marcatge (Figura 94

B), confirmant que la proteina es trobava absent en aquesta localitzacié.

A)

B)

Figura 94. Estudis de localitzacio de la proteina zMLC1 en el cervell i en la retina del peix zebra. A)
Localitzacié de zMLC1 en el cervell del peix zebra del wild-type (cortex i vasos sanguinis, fletxes) i abséncia de
ZMLC1 en el cervell del knock-out. B) Localitzacié de zMLC1 en la glia de Miller i en la glia radial en la retina del
peix zebra del wild-type (membrana interna, fletxes) i abséncia de zMLC1 en la retina del knock-out. S'utilitza

I'anticos zMLC1. Barra: 100 um.
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Paral-lelament també es van realitzar estudis de localitzacié per la proteina zGlialCAMa en
aquests mateixos teixits del peix zebra. En el cervell del peix wild-type es va observar una
marca similar a I'observada anteriorment per zMLC1. zGlialCAMa es localitzava
principalment en els cossos glials i en els astrocits situats al voltant d’alguns vasos
sanguinis. En canvi, en el teixit del peix knock-out s’observava una localitzaci6 difusa de la
proteina zGliaCAMa (Figura 95 A). Aquests resultats mostraven el mateix que s’havia
observat en el teixit del ratoli knock-out (Hoegg-Beiler et al., 2014) i en el teixit del pacient
estudiat (Sirisi et al., 2014) indicant que zGlialCAM es veia afectada per la manca de
zMLC1.

KO zmlc1™”

Figura 95. Estudis de localitzacié de la proteina zGlialCAMa en el cervell i en la retina del peix zebra. A)
Localitzaci6é de zGlialCAMa en el cervell (vasos sanguinis, fletxes) del peix zebra del wild-type i deslocalitzacio
per part de zGlialCAMa en el cervell del knock-out. B) Colocalitzacié de zGlialCAMa i GFAP en els peus
astrocitaris de la glia de Muller en la retina del peix zebra del wild-type i deslocalitzacié (asteriscs) per part de
zGlialCAMa en la retina del knock-out. S'utilitza I'anticos contra zGlialCAMa. Barra en A: 50 um. Barra en B: 20

um.

La proteina zGlialCAMa també va ser analitzada en la retina del peix zebra. De la mateixa
manera que s’havia observat amb la proteina zMLC1, zGlialCAMa es trobava principalment

localitzada a la capa interna de la retina en el teixit del peix wild-type, en el peus astrocitaris
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de la glia de Muller. En el teixit del peix knock-out la proteina zGlialCAMa també s’observava

deslocalitzada (Figura 95 B).

4. ESTUDI DEL FENOTIP VACUOLITZANT MITJANCANT ESTUDIS DE
RESSONANCIA MAGNETICA D’IMATGE (MRI)

Es van realitzar estudis de MRI en el model de peix zebra per tal de saber si en aquesta
espécie també existia algun tipus de fenotip similar al que s’havia observat anteriorment amb
el model de ratoli i amb els humans. Aquests experiments es van realitzar amb col-laboracié

amb la Dra. Alia A (Universitat de Leiden).

Els estudis es van realitzar en animals adults (14 mesos) i només es van poder observar
petites lesions localitzades en el telencéfal i en el mesencéfal (Figura 96 A). De la mateixa
manera que en el ratoli, també es va mesurar I'area del telencéfal respecte I'area total per
saber si en aquest cas I'animal també presentava macrocefalia. Els resultats van mostrar
que l'area del telencéfal mesurada era major en I'animal knock-out respecte el wild-type,
indicant que en aquest cas també hi havia un increment dels fluids en aquestes cavitats
(Figura 96 B).

A) B)

KO zmlc1*

Telenceéfal vs.
area total del cervell (%)

Figura 96. Preséncia del fenotip vacuolitzant observat mitjangcant imatges de MRI en el peix zebra knock-
out. A) Imatges T2 obtingudes per MRI en animals wild-type i knock-out on s’observaven intensitats en el
telencéfal i mesencefal (fletxes). B) Mesura de I'area del telencéfal respecte I'area total del cervell representada

en %. WT (wild-type)=4; n: KO (knock-out)=4. Estadistica: * p<0,05 {-Student no aparellada.
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DISCUSSIO GENERAL

Durant la realitzacié d’aquesta Tesi s’han obtingut resultats importants que han permeés
avancar i ampliar els coneixements sobre la Leucoencefalopatia Megalencefalica amb quists

subcorticals (MLC), gracies a la utilitzacié de diferents models animals i cel-lulars.

* La fisiopatologia de la leucodistréfia MLC

MLC és una malaltia rara associada a la substancia blanca. La seva incidéncia en la
poblaci6 és baixa, la qual cosa dificulta el seu estudi. Per tal de poder avangar en la seva
recerca s’ha generat, per primer cop, un model de ratoli knock-out per Mic1, primer gen
associat a la malaltia. Aquest model animal ha permés estudiar les caracteristiques
principals de la fisiopatologia observades en els pacients, demostrar que MLC1 és
unicament una proteina astrocitaria i que la seva localitzacié a les neurones i a les cél-lules
ependimals, descrita anteriorment en el grup (Teijido et al., 2004, 2007), és inespecifica.
Amb aquests resultats es deixen enrere les controveérsies sobre la localitzacié cel-lular de la
proteina. Aixi doncs, la proteina MLC1 en el ratoli es troba principalment en astrocits

perivasculars i en els astrocits situats en els processos apicals de la glia de Bergmann.

El gen MLC1 esta present només en espécies que produeixen mielina, indicant que MLC1
podria tenir un rol important en la fisiologia del cervell quan la mielina hi és present o en el
desenvolupament d’aquesta. En els humans, el procés de mielinitzacié es déna a partir del
primer any de vida i després es va estabilitzant fins aproximadament als 4 anys. Els pacients
que pateixen la malaltia MLC, presenten una progressiva megalencefalia principalment
durant els primers mesos d’edat donant lloc a una substancia blanca difusa i la generacié
d'edema a diferents regions del cervell, de manera més prominent en el cortex, i
seguidament en el cerebel. A més, els pacients desenvolupen macrocefalia, la qual
s’estabilitza posteriorment (van der Knaap et al., 1995b), i mostren la preséncia de quists

principalment a la regi6é anterior-temporal (van der Knaap et al., 2012).

El model Mic1 knock-out de ratoli ha permés observar el fenotip vacuolitzant corresponent a
la malaltia mitjangant estudis de microscopia electronica i MRI. El fenotip sorgeix quan el
ratoli ja es considera adult (al voltant dels 3 mesos d’edat). La diferéncia de temps en qué
apareixen els primers signes de la malaltia entre els humans i els ratolins es pot deure als
diferents patrons de mielinitzacié que segueixen aquestes espécies. Mitjangant la MRI s’han
observat hiperintensitats en la substancia blanca del cerebel indicant una possible
acumulacié de fluids en aquesta regi6. El fet d’'observar en el ratoli Gnicament la substancia

blanca del cerebel difusa podria ser conseqiiéncia que en aquesta regio, aquesta espécie
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presenta una major quantitat de la proteina MLC1. A part, els estudis realitzats en el cerebel
del knock-out mitjangcant microscopia electronica i estudis realitzats a partir d’'un cultiu
d’astrocits provinents del knock-out, han mostrat que la vacuolitzacié es produeix tant a
nivell de la mielina com a nivell astrocitari, tal com s’havia descrit anteriorment gracies a
I'analisi de la bidpsia d’'un pacient amb MLC (Duarri et al., 2011; van der Knaap et al., 1996).
El fenotip vacuolitzant observat en el ratoli va augmentant amb el temps, ja que en edats
més avancgades (12-13 mesos) els animals mostren majors hiperintensitats en la substancia
blanca del cerebel que en edats anteriors. Aquesta vacuolitzacié en el cerebel és similar a la
que s’havia observat anteriorment en el ratoli knock-out per al gen Clcn2 perd amb un

desenvolupament més lent i de manera menys severa (Blanz et al., 2007).

Una diferéncia amb els humans és que el model de ratoli no presenta macrocefalia aparent
tot i observar hiperintensitats en el cerebel. Mitjancant un analisis acurat de les imatges de
MRI s’ha pogut demostrar que els animals knock-out tenen un volum significativament més
gran. Aquest augment de volum estaria indicant que aquests animals estan acumulant aigua
en les seves cavitats, possiblement en forma de vacuoles, de la mateixa manera que s’ha

observat en els pacients.

Tot i que el ratoli knock-out presenta un fenotip vacuolitzant en la substancia blanca del
cerebel i macrocefalia, aquest no presenta quists subcorticals. Aquest fet es podria deure a
qgué el model de ratoli generat no es troba suficientment danyat perqué s’arribin a generar
els quists, possiblement com s’observa en I'etapa de la infantesa en els humans (van der
Knaap et al., 2012).

Una altra caracteristica tipica dels pacients amb MLC és que acostumen a presentar
disfuncions neurologiques al llarg de la malaltia. Les persones que pateixen la leucodistrofia
MLC acostumen a mostrar un deteriorament de les funcions motores a diferents graus. Els
potencials evocats auditius sén normals i els potencials evocats visuals es van deteriorant
amb el temps (van der Knaap et al., 1995b, 2012). Els estudis realitzats amb el ratoli knock-
out no mostren cap tipus de deteriorament de les funcions motores, i els potencials evocats
auditius i els electroretinogrames no es veuen alterats per la deficiencia de la proteina
MLC1. Podria ser que el model de ratoli knock-out per Mic1 presentés danys en els nervis
auditius i visuals a edats molt avancades, de la mateixa manera que passa en altres
leucodistrofies, en que els animals presente un fenotip caracteristic a llarg temps (Pujol,
2002), o que fins i tot, no arribin a mostrar danys a nivell d’aquests nervis perqué el ratoli no

desenvolupa el mateix grau de severitat de la malaltia que en humans.
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Considerant tot el que s’ha esmentat anteriorment es podria concloure que el model de ratoli
knock-out per Mic1 generat, presenta les caracteristiques tipiques de les primeres etapes de
la malaltia i possiblement per aquest fet no es pot observar en el ratoli un fenotip tan sever

com el que presenten els humans.

MLC és una malaltia amb heterogeneitat de locus, aixi mutacions en el gen GLIALCAM
també provoquen el desenvolupament d’aquesta (Lo6pez-Hernandez et al., 2011a).
Recentment, també s’ha descrit un model de ratoli knock-out per al gen GlialCAM. Aquest
model també mostra una vacuolitzacié localitzada en el cerebel que augmenta amb el
temps, amb un patré molt similar a la que s’ha observat amb el model knock-out de Mic1
(Hoegg-Beiler et al., 2014). Aquest animal deficient en GlialCAM tampoc presenta

disfuncions motores.

Una altra eina generada per a I'estudi de la malaltia MLC ha estat el desenvolupament del
model knock-out de peix zebra. Tot i els avantatges que aporta aquest nou model, no s’ha
pogut observar un fenotip vacuolitzant i els estudis de MRI mostren poc danyada la
substancia blanca del peix. Aquesta diferéncia es podria deure a que aquest model també
presenta un patré de mielinitzacié diferent, de la mateixa manera que s’ha observat entre els
humans i els ratolins (van der Knaap et al., 2012). A part, es coneix que el peix zebra adult
té els elements necessaris per a dur a terme una regeneracié neuronal i té capacitats de
reparacid després d’una lesié (Chapouton et al., 2007; Kyritsis et al., 2012). Segurament el
fet que aquesta espécie tingui una maquinaria de reparaci6 evita que es pugui observar el

fenotip caracteristic de la leucodistrofia MLC en aquesta espécie.

* Bioquimica de la fisiopatologia de la MLC

Durant els primers mesos de la caracteritzacié del ratoli knock-out, el nostre grup va
descriure GLIALCAM com a segon gen associat a la malaltia MLC (Lépez-Hernandez et al.,
2011a). Posteriorment també es va descriure que GlialCAM era subunitat auxiliar del canal
de CI' CIC-2 (Jeworutzki et al., 2012). D’altra banda, el model knock-out de CIC-2 mostrava
un increment d’aigua en la substancia blanca del cervell amb formacié de vacuoles a les
lamines externes de la mielina, similars a les que s’observen en els pacients amb MLC
(Blanz et al., 2007). Aquest conjunt de dades van fer pensar una possible implicacié de CIC-
2 en la malaltia tot i no haver trobat mutacions de CIC-2 en pacients amb caracteristiques de
MLC, i que CIC-2 i MLC1 no interaccionen de manera directa (Duarri et al., 2011; Scheper et
al., 2010). Estudis anteriors a la generaci6 del ratoli knock-out realitzats a partir dels models
astrocitaris knock-down de MLC1 i GlialCAM, generats per RNAI, indicaven que la

deficiéncia de la proteina MLC1 no afectava ni a la localitzacié ni als nivells d’expressié de
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GlialCAM. Per altra banda, la deficiencia de GlialCAM disminuia els nivells d’expressié de
MLC1 i modificava la localitzaci6 d’aquesta quedant retinguda de manera intracel-lular
(Capdevila-Nortes et al., 2013), pero I'abséncia de GlialCAM no comportava canvis ni en la

localitzacié ni en els nivells d’expressié de CIC-2 (dades no publicades).

Aixi doncs, s’han estudiat les proteines GlialCAM i CIC-2 a nivell tissular en el ratoli knock-
out per tal de saber si realment la manca de MLC1 generava algun defecte sobre aquestes
proteines. Gracies al ratoli knock-out s’ha observat que GlialCAM i CIC-2 es troben alterades
per la deficiencia de MLC1. Els nivells d’expressié de GlialCAM no es veuen alterats ni en el
cervell ni en el cerebel. En canvi, els nivells d’expressié de CIC-2 es mostren disminuits un
50% en el cerebel. Aquesta disminucié de CIC-2 podria estar indicant que la proteina
s’estaria degradant. A més, aquestes dues proteines mostren una localitzacié defectiva,
principalment en els processos apicals de la glia de Bergmann. GlialCAM i CIC-2 no es
troben en la seva localitzacié habitual observant una marca difusa i desordenada de les
proteines. En els vasos sanguinis de diferents regions del cervell, en canvi, té lloc una
deslocalitzaci6 parcial, donat que no tots els astrdcits situats en aquesta localitzacio semblen
estar afectats per la pérdua de MLC1. També s’ha observat que I'abséncia de MLC1, fa que
GlialCAM i CIC-2 es trobin deslocalitzades en els somes dels oligodendrocits essent
incapaces de formar clusters. Tots aquests resultats fan pensar que CIC-2 podria tenir un

paper important en la malaltia degut a la seva relacié directa amb GlialCAM.

A més a més, estudis realitzats pel grup del Dr. Thomas Jentsch amb el model knock-out de
GlialCAM també presenten, una disminucié dels nivells d’expressié de CIC-2 i de MLC1, una
deslocalitzacié d’aquestes dues proteines en la glia de Bergmann i una deslocalitzacié de
CIC-2 en els oligodendrocits. El fet d’observar que la manca de GlialCAM disminueix els
nivells d’expressio i deslocalitza a MLC1, i que els dos models generats de la malaltia
mostren un fenotip vacuolitzant molt semblant, podria explicar perqué pacients que
presenten el fenotip MLC1 i els que presenten el fenotip MLC2A mostren les mateixes
caracteristiques fenotipiques. El fet de que la proteina CIC-2 es vegi afectada en els dos
ratolins knock-out vindria donat pel defecte observat en GlialCAM, ja que CIC-2 no

interacciona amb MLC1.

Les dades obtingudes amb el ratoli knock-out de Mic1 s’han pogut corroborar gracies a una
mostra humana en qué s’ha observat que una mutacié concreta de la proteina MLC1
presentada per una pacient, déna lloc a la deslocalitzaci6 de GlialCAM en la glia de
Bergmann. En el cas de CIC-2, tot i que sembla existir una certa deslocalitzacié de la
proteina també en el pacient, els resultats no sén clars del tot i es necessitaria comprovar

amb alguna altra mostra de teixit humana. Aixi doncs, contrariament als estudis descrits
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anteriorment in vitro, en que es mostra que el trafic de GlialCAM és independent de MLC1
(L6épez-Hernandez et al., 2011b), els estudis realitzats amb el ratoli knock-out i amb el teixit
de la pacient demostren que, MLC1 és necessaria per a la localitzacié i I'estabilitzacié de

GlialCAM a la membrana cel-lular.

Els estudis realitzats amb el model knock-out de zmic1 en peix zebra han generat resultats
similars en que s’observa que la deficiéncia de zMLC1 també dbéna lloc una deslocalitzacio
per part de zGlialCAMa en la glia radial i en els peus astrocitaris de la glia de Miuller de
'animal. Per tant, gracies a aquest model es torna a demostrar que la localitzacié de
GlialCAM no es independent de MLC1. A més, la relaci6 entre MLC1 i GlialCAM per la seva

correcta localitzaci6 es troba conservada al llarg de I'evolucié.

D’altra banda gracies al ratoli knock-out de Mlc1 s’ha pogut observar que, tot i que MLC1 i
CIC-2 no interaccionen de manera directa, estan relacionades mitjangant GlialCAM. Estudis
d’electrofisiologia realitzats en el teixit del ratoli han demostrat que tot i que GlialCAM i CIC-
2, s’expressen en la glia de Bergmann, en aquestes cel-lules I'activitat del canal CIC-2 no
esta modificada per GlialCAM. En canvi, en els oligodendrocits s’observen les corrents
tipiques de quan es sobreexpressa GlialCAM. Es en els astrocits d’aquesta regié del ratoli
knock-out on s’observa el principal defecte funcional del canal CIC-2, ja que les corrents
disminueixen i es mostren com si GlialCAM no hi fos. Aquests resultats indiquen que el
defecte principal de CIC-2 es troba en els oligodendrocits, les cél-lules principals afectades
per la vacuolitzacié en la leucodistrofia MLC. Aquest fet podria estar indicant que el defecte
observat en el canal de CI" CIC-2, podria contribuir a un defecte en I'homedstasi idnica, ja
que s’ha hipotetitzat que CIC-2 podria tenir un paper important en la compensacié de

carregues durant I'entrada i sortida de K* en les cél-lules glials (Blanz et al., 2007).

També s’ha hipotetitzat que el defecte observat en els oligodendrocits podria venir donat per
la relaci6é estequiomeétrica entre GlialCAM i CIC-2. Podria ser que una molécula de Glial CAM
fos capag de portar i d’estabiltzar a CIC-2 a les unions cel-lulars, tal com s’observa en la glia
de Bergmann. En canvi, dues molécules de GlialCAM podrien donar lloc al canvi de les
propietats del canal, com s’observa en els oligodendrocits. Podria ser que CIC-2 en la glia de
Bergmann només es trobés ancorada a una molécula de GlialCAM ja que en aquesta
localitzacié també hi ha MLC1 i que, per tant, en aquest aquest tipus cel-lular existis certa

competéencia entre MLC1 i CIC-2 per mantenir-se unides a GlialCAM.

Una possible explicacidé per explicar el defecte bioquimic de GialCAM i CIC-2 observat in
vivo podria ser el seglent: per una banda s’ha demostrat que MLC1 és una proteina

Unicament astrocitaria. En canvi, GlialCAM i CIC-2 sén proteines que es troben en els



Discussio 254

astrocits i en els oligodendrocits. Per altra banda, estudis recents (Hoegg-Beiler et al., 2014)
i estudis preliminars del nostre grup (dades no publicades) mostren que GlialCAM pot formar
interaccions homofiliques en cis i interaccions en trans amb ella mateixa o amb altres
proteines mitjangant els dominis Ig. A part, s’ha demostrat que mutacions en GlialCAM en
els dominis Ig’s afecten a la localitzaci6 de GlialCAM a les unions cel-lulars i
conseqientment també s’afecta la localitzaci6 de MLC1 i CIC-2 a les unions cel-lulars
(Jeworutzki et al., 2012).

Per tant quan MLC1 no hi és, GlialCAM és inestable, ja que com no pot mantenir la seva
localitzacié de manera correcta i no pot formar interaccié amb una altre GlialCAM que estigui
associada a CIC-2, i en conseqiéncia, desestabilitza a CIC-2. Podria ser que aquest fet es

donés lloc entre astrocits i entre un astrocit i un oligodendrocit.

A)

] en abséncia de MLC1
_—

B)
en abséncia de MLC1

-

o

A astrocit ® wmc IGIiaICAM & cuc
O: oligodendrocit

Figura 97. Model bioquimic in vivo proposat en abséncia de MLC1 entre astrocits (A) i entre astrocit-
oligodendrocit (B). 1) La falta de MLC1 fa que GlialCAM es desestabilitzi en determinades situacions
fisiologiques 2) GlialCAM es deslocalitza i s’internalitza impedint la formaci6é d’interaccions amb altres molécules
de GlialCAM. 3) GlialCAM és incapag¢ de localitzar a CIC-2 a les unions cel-lulars fent que també quedi

deslocalitzada.
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En resum, es podria dir que in vivo, Glial CAM requereix de MLC1 per mantenir una correcta
localitzacié a la membrana cel-lular i que el complex MLC1/GlialCAM estabilitza a CIC-2
també en aquesta localitzacié. L’abséncia de MLC1 fa que GlialCAM es desestabilitzi i per
aixd es troba deslocalitzada, principalment en el cerebel, i aquesta deslocalitzacié
segurament porti a la conseqiient deslocalitzacié i possible degradacié de CIC-2. Amb
I'estudi bioquimic realitzat a partir del model de ratoli knock-out, el model de peix zebra
knock-out i amb la mostra de la pacient es pot concloure que la manca de la proteina MLC1

és la causa bioquimica de la malaltia donant lloc al fenotip MLC.

Contrariament a aquests resultats, estudis realitzats amb els astrocits del ratoli knock-out,
han mostrat un cop més que la localitzaci6 in vitro de GlialCAM és independent de MLC1 ja
que aquesta és capag de localitzar-se correctament a les unions cel-lulars. Només s’ha
observat que GlialCAM i CIC-2 es localitzaven defectuosament en abséncia de MLC1 quan
es troben en un medi amb alt contingut de K*, imitant condicions d’activitat neuronal. Podria
ser que in vitro manqués alguna o algunes molécules que poguessin intervenir en la

deslocalitzacié observada in vivo d’aquestes proteines.

* Relacié bioquimica cel-lular entre MLC1, GlialCAM i CIC-2

En el grup es va identificar GLIALCAM com a segon gen de la malaltia MLC (Lopez-
Hernandez et al., 2011a) i es va descriure que la proteina GlialCAM actuava com a subunitat
p de MLC1, interaccionant directament i dirigint-la a les unions cel-lulars. La proteina MLC1
en condicions normals és troba localitzada a la membrana cel-lular, perd quan es troba
mutada presenta una disminucié dels seus nivells i la seva localitzacié s’observa de manera
intracel-lular, quedant retinguda en el reticle endoplasmatic (Duarri et al., 2008). Estudis in
vitro de la coexpressio, juntament amb GlialCAM, de la variant mutada S69L presentada per
la pacient i altres mutacions descrites anteriorment en MLC1, demostren que GlialCAM és
capa¢c de protegir aquestes mutacions de la degradacié per retenci6 en el reticle
endoplasmatic, millorant la seva estabilitat, i essent capa¢ de localitzar-les a les unions
cel-lulars. Aquestes dades, juntament amb les obtingudes anteriorment mitjangant estudis de
les mutacions en MLC1 amb els models knock-down de MLC1 i de GlialCAM (Capdevila-
Nortes et al., 2013), indiquen que GlialCAM actua com a xaperona de MLC1.

Els estudis realitzats amb el model knock-out de peix zebra han demostrat que el rol de
GlialCAM com a subunitat § de MLC1 es conserva entre espécies, ja que la proteina
zGlialCAMa, in vitro també es capa¢ de localitzar a zMLC1 a les unions cel-lulars.
Posteriorment a la funcié de GlialICAM com a subunitat § de MLC1 també es va descriure

GlialCAM com a subunitat auxiliar del canal de CI" CIC-2 (Jeworutzki et al., 2012), amb la
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que també interaccionava de manera directa i era capa¢ de localitzar-la a les unions
cel-lulars. Aquest rol també s’ha vist conservat entre espécies ja que l'ortdleg de GlialCAM
en peix zebra, zGlialCAMa, in vitro també es capa¢ de localitzar a rCIC-2 a les unions
cel-lulars i de modificar les propietats del canal. Aquests resultats indiquen que zGlialCAMa

podria executar la mateixa funcio fisioldgica que Glial CAM.

S’han descrit mutacions recessives i dominants en el gen GLIALCAM (L6pez-Hernandez et
al.,, 2011a). No obstant, no se sap perqué algunes mutacions es comporten com a
dominants i altres com a recessives i si tenen diferents propietats bioquimiques.
Recentment, en el grup s’ha establert una classificacié d’aquestes mutacions segons el seu

comportament en astrocits de rata i en astrocits del ratoli knock-out (dades no publicades).

Estudis preliminars de mutacions dominants i recessives realitzats en oligodendrocits de rata
mostren que la majoria d’aquestes tenen un defecte en el trafic. Existeixen perd dues
variants, K135Del i D211N, que no mostren cap defecte sindé que fins i tot semblen tenir un
comportament millor que la proteina wild-type. S’hipotetitza que el defecte d’aquestes
mutacions podria observar-se en el comportament del canal CIC-2. Podria ser que GlialCAM
tot i mantenir-se localitzada a la membrana no fos capag¢ d’acoplar-se a CIC-2 i aquesta no
pogués arribar a la membrana cel-lular. Actualment en el grup s‘estan duent a terme nous
experiments per tal de poder concretar millor el comportament d’aquestes mutacions i quin

és el defecte de les mutacions que semblen comportar-se com la proteina wild-type.

S’han estudiat tres variants dominants en peix zebra. Aquestes mutacions presenten, de la
mateixa manera que s’havia observat amb les variants humanes (Lopez-Hernandez et al.,
2011b), un defecte en el trafic cap les unions cel-lulars sense interferir en els nivells
d’expressio de la proteina. Un cop més, es demostra que el comportament de la proteina

zGlialCAMa, ortdleg de GlialCAM, es conserva entre espeécies.

* Rol fisiologic de la proteina MLC1

Anteriorment s’havia suggerit que MLC1 podia tenir una funcié de canal o de transportador
(Teijido et al., 2004) perd estudis posteriors en el grup van demostrar que aquest no era el
seu rol. Estudis més recents mitjangant els models knock-down de MLC1 i GlialCAM havien
mostrat una disminucié de l'activitat VRAC indicant que MLC1 podria ser un component o un
regulador d’aquesta activitat (Capdevila-Nortes et al., 2013), perd gracies als astrocits del
knock-out s’ha pogut esbrinar que realment MLC1 afecta I'activitat VRAC de manera
indirecta. A part, recentment s’ha descrit la molécula encarregada de la modulacioé

d’aquestes corrents de CI', les proteines LRRC8 i principalment la seva isoforma LRRC8A
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(Qiu et al., 2014; Voss et al.,, 2014). Aquesta molécula guarda certa similitud amb les
pannexines, les quals formen unions de tipus gap. Podria ser que el complex
MLC1/GlialCAM estigués d’alguna manera modulant I'activitat VRAC i per aquesta rad en
abséncia d’aquestes proteines les corrents de CI' mediades per VRAC es trobessin
disminuides. Aquesta disminucié de l'activitat VRAC d’alguna manera podria generar un
defecte en el mecanisme RVD donant lloc a una acumulacié d’aigua intracel-lular.
Actualment en el laboratori s’ha comengat una linia d’investigacié sobre la relacié funcional
entre LRRC8 i MLC1/GlialCAM.

També s’hipotetitza que MLC1 podria desenvolupar, juntament amb GlialCAM i CIC-2, un rol
fisiologic en el procés de sifoneig de K'. Els estudis realitzats mitjancant la utilitzacié
d’astrocits i d’oligodendrocits de rata han demostrat que el canal CIC-2 en condicions d’alt
contingut de K* es capagc de localitzar-se a la membrana cel-lular. En el procés de sifoneig
de K* es coneix que estan implicades diverses proteines com son les Cx32 i Cx47, lAQP4 i
el canal de K" inward rectifier Kir4.1 (Benfenati and Ferroni, 2010; Rash, 2010), i s’ha descrit
que I'abséncia de Kir 4.1 o de les connexines 32 i 47 donen lloc a una acumulaci6 d’aigua a
la mielina (Menichella et al., 2006; Neusch et al., 2001).

D’alguna manera GlialCAM, que és una proteina de membrana, mitjangant un mecanisme
que es desconeix recull a CIC-2, que en condicions normals sembla estar localitzat en el
Golgi (dades no publicades), i el porta a la membrana, i en aquella localitzacié el canal
canvia les seves propietats de canal donant lloc a una entrada de CI. A banda, estudis
d’electrofisiologia realitzats en els astrocits de rata incubats amb el medi amb alt contingut
de K" mostren unes traces molts semblants a les que s’observen quan se sobreexpressa
GlialCAM, indicant que aquesta condici6 és la que fa canviar la localitzacié de CIC-2 donant
lloc a canvis en les seves propietats de rectificacio i d’activacié (dades no publicades). Els
resultats obtinguts mitjancant les cél-lules glials de rata, els astrocits del knock-out, els
estudis amb el teixit del knock-out i els estudis descrits recentment en que es mostra que
mutacions en el gen CLCN2 donen lloc a leucodistrofia (Depienne et al., 2013) suggereixen
que CIC-2 podria ser necessaria per a la regulacié de la concentraci6 de K en I'espai

extracel-lular durant I'activitat neuronal, permetent una entrada d’ions CI" a la cél-lula.

Tot i els resultats obtinguts fins al moment, no s’ha pogut descriure la funci6 de MLC1. En
aquest treball s’hipotetitza que MLC1 podria formar part d’'un macrocomplex proteic en els
peus astrocitaris involucrat en 'homeodstasi d’ions o fluids de I'espai extracel-lular. MLC1
podria encarregar-se del control i de la localitzacié de GlialCAM a la superficie cel-lular en

certes condicions fisiologiques. A la vegada GlialCAM s’encarregaria de portar a CIC-2 a les
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membranes cel-lulars en condicions, com podria ser durant I'activitat neuronal, canviant les
propietats del canal (Figura 98, procés 1). L’abséncia de MLC1 fa que GlialCAM i CIC-2 es

trobin deslocalitzades i aquest fet podria donar lloc a una mala translocacié d’ions.

També podria ser que MLC1 actués com a sensor de certes condicions cel-lulars i
extracel-lulars o bé podria estar activant alguna molécula necessaria per a la regulacié del
volum cel-lular, com per exemple VRAC, mitjancant alguna molécula efectora o a partir
d’algun algun estimul concret (Figura 98, procés 2). L’activaci6 de VRAC sempre va
acompanyada de la sortida d’aigua, podria ser que la disminucié de VRAC observada en els
models knock-down i en els astrocits del knock-out generés una acumulacié d’aigua

intracel-lular i un defecte en el mecanisme de RVD.

GlialCAM

GlialCAM

SN PNGTA Y Cl.
WA L AL

LRRC8's
(VRAC)

Figura 98. Model representatiu de les possibles funcions de MLC1. 1) MLC1 podria encarregar-se del control
de GlialCAM i conseqiientment de CIC-2 a la superficie cel-lular en determinades condicions fisiologiques. 2)
MLC1 juntament amb GlialCAM podrien actuar com a molécules sensores o activadores de processos

relacionats amb la regulacié del volum mitjangant molécules efectores desconegudes.

* Tractament per a la fisiopatologia MLC

Desafortunadament encara avui dia es desconeix la funci6 de la proteina MLC1 i el
mecanisme patologic de la malaltia. Per aquesta rad encara no s’han pogut desenvolupar
terapies efectives per als pacients. Els models animals utilitzats en aquest treball son els
primers que s’han descrit per a l'estudi de la malaltia MLC. Si es compara amb tots els
models generats amb altres leucodistrofies com sén Krabbe, Canavan, Alexander,

Pelizaeus-Merzbacher o I'’Adrenoleucodistrofia i els estudis realitzats amb aquests, es podria
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dir que queda un llarg cami per recorrer en la recerca de la MLC.

En base als resultats obtinguts amb aquest treball I'objectiu principal seria tractar els
pacients en etapes inicials de la malaltia quan aquests mostren megalencefalia, per tal
d’evitar conseqliéncies posteriors com sbén la generacid de quists i les disfuncions

neurologiques.

Per una banda es suggereix que es podria intentar realitzar terapia génica com s’ha descrit
per a la malaltia de Krabbe o per a la Adrenoleucodistrofia. Mitjangant vectors virals
(adenoassociats o lentivirus) es podria reincorporar de nou la proteina MLC1 o GlialCAM per
intentar revertir el fenotip vacuolitzant. D’altra banda també es podria realitzar algun tipus de

terapia focalitzada en la recuperacio de I'activitat de CIC-2 en els oligodendrocits.
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1. La generacié i la caracteritzacié del ratoli knock-out de Mic1 han permés identificar que la
proteina MLC1 és Unicament astrocitaria. A part, s’ha pogut observar que la manca de MLC1
déna lloc a diferents alteracions de localitzaci6 i de la funcié en les proteines GlialCAM i CIC-

2, implicant la disfunci6 del canal de CI” CIC-2 directament en la fisiopatologia de la malaltia.

2. El model de ratoli generat és capag de reproduir el fenotip observat en els pacients durant

les etapes inicials de la malaltia.

3. L’estudi del teixit de la pacient ha permés conloure que la causa bioquimica del fenotip
MLC és la preséncia de la mutaci6 S69L. En aquesta mostra també s’ha observat que
GlialCAM es troba deslocalitzada en el cerebel indicant que MLC1 és necessaria per a

I'estabilitzacié de GlialCAM a la membrana cel-lular.

4. GlialCAM és capacg de millorar el trafic cap a les unions cel-lulars i I'estabilitat de MLC1
quan aquesta es troba mutada. A més, es necessaria per la sortida del reticle i per la
correcta localitzaci6 de MLC1 a les unions cel-lulars. Per tant, GlialICAM actua com a

xaperona de MLC1.

5. En condicions d’alt contingut de K*, com podria ser la situaci6 en qué hi ha una alta
activitat neuronal, CIC-2 es troba localitzada a les membranes cel-lulars en astrocits de rata i
en oligodendrodcits, canviant les seves propietats de canal. En canvi, en astrocits deficients
de MLC1 i en condicions d’alt contingut de K*, GlialCAM i CIC-2 es queden retingudes
intracel-lularment. Aquest fet estaria indicant que aquestes proteines podrien tenir una funcio
en el procés de sifoneig de K* i, per tant, la deslocalitzacié de GlialCAM i CIC-2 podria donar

lloc a un desordre en I'homeodstasi d’aigua i d’ions.

6. L’'obtencié del model de peix zebra knock-out i de noves eines pel seu estudi han permes
comprovar que la relacié funcional entre MLC1 i GlialCAM es conserva entre espécies. Per
tant aquest model obre les portes a noves vies d’investigacio per a entendre la fisiopatologia
MLC.
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