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Introduccion

1. Analisis funcional de genes con modelos murinos transgénicos

La secuenciacion del genoma humano ha dado lugar a la generacion de
nuevas preguntas como cual es la funcién que se deriva de cada gen, cuales son las
proteinas que expresan y cOmo ejercen sus posibles interacciones. De los mas de
20.000 genes humanos identificados hasta la fecha, atin se desconoce la funcion de
aproximadamente dos terceras partes. Para aproximarnos al conocimiento de su
funcién resulta muy util trabajar con modelos animales. Dado que las especies
Homo sapiens y Mus musculus comparten casi el 100% de los genes, y que su
organizacion gendmica y mecanismos de expresion estan estrechamente
relacionados, resulta evidente que los modelos murinos son especialmente idéneos
para mimetizar la mayoria de los procesos biolégicos (Capecchi, 1994) y para el
estudio de la base genética de las enfermedades humanas. En este contexto, la
caracterizacién fenotipica y molecular, empleando técnicas de Genémica Funcional
y Proteémica de modelos murinos transgénicos deficientes o knockout (KO) de
genes concretos, es una de las principales herramientas que permiten elucidar la

funcién génica.

Ya en la década de los 70, Brinster obtuvo el primer ratéon quimérico
mediante la inyecciéon en blastocistos de células de diferentes cepas, para
posteriormente observar su contribucién a la formacion de los diferentes tejidos
del animal durante el desarrollo (Brinster & Tenbroeck, 1969). En 1978, Jaenisch
empled por primera vez la microinyecciéon en blastocistos murinos de vectores
retrovirales derivados del virus SV40 (Simian Virus 40) (Jaenisch & Mintz, 1974).
Dos afios mas tarde se acuiid por primera vez el término transgénico, cuando
Gordon y Ruddle llevaron a cabo la primera microinyeccion de DNA en pronucleos
de ovulos fertilizados y comprobaron que dicha modificacién se incorporaba a la
linea germinal (Gordon et al, 1980). En la actualidad, se entiende por animal
transgénico aquel que ha adquirido en su linea germinal un DNA exd6geno (sea
propio o extrafio) y que, por tanto, puede transmitirlo a su progenie. En 1986,
Gossler demostré que las células madre embrionarias (ES, embryonic stem cell)
podian utilizarse como vehiculo de transgénesis, permitiendo ademas la seleccién
de aquellas que presentaban modificaciones especificas incluso antes de ser

microinyectadas en los blastocistos (Gossler et al, 1986). En 1987, Capecchi logré

3



Introduccion

inactivar el gen de la hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa (Hprt)
empleando recombinacion homdloga en células ES murinas (Thomas & Capecchi,

1987; Benavides & Guénet, 2003).

La importancia de los modelos murinos como base para la investigacion de
la funcion de genes in vivo y como modelos de enfermedades humanas, queda
reflejada en el desarrollo de dos proyectos internacionales que pretenden
conseguir en los préoximos afios una amplia representacion de lineas ES murinas,
vectores y ratones transgénicos. Uno de estos proyectos es norteamericano, el
proyecto KOMP (Knockout Mouse Project), y el otro europeo, proyecto EUCOMM
(European Conditional Mouse Mutagenesis). En julio de 2006 se inici6 el proyecto
KOMP, como una iniciativa de los Institutos Nacionales de Salud Americanos (NIH)
para generar una colecciéon publica de células ES de la cepa C57BL/6 (la mas
cominmente empleada en investigacion) y ratones transgénicos con mutaciones
nulas (KO) para todos y cada uno de los genes murinos (Skarnes et al, 2011). El
programa EUCOMM se inici6 en 2005 como alternativa complementaria al
proyecto KOMP, reuniendo las iniciativas en este campo de diversos paises
europeos, con la participaciéon de once grandes centros de Genémica Funcional de
Alemania, Inglaterra, Francia e Italia. Pretende generar lineas de células ES
murinas (cepa 129Sv), conteniendo mutaciones condicionales de al menos 20.000
genes. Una estrategia similar se puso en marcha en Canada con el nombre de

programa NORCOMM (Ringwald et al, 2011).

Antes de que fuera posible transferir material génico a las células animales,
la funcion de los genes se estudiaba observando los fenotipos particulares que
resultaban al provocar mutaciones aleatorias mediante el empleo de radiaciones o
sustancias quimicas. Estas técnicas eran poco tutiles y poco precisas para genomas
diploides y, por ello, se han desarrollado otros métodos como: tecnologia

antisentido, ribozimas, RNAi, etc.

Cuando el objetivo concreto es modificar, reemplazar o destruir secuencias
endégenas especificas con DNAs exoégenos, se requiere llevar a cabo
manipulaciones precisas y se emplean técnicas denominadas de gene targeting.

Estas técnicas explotan el principio de la recombinacién homdéloga. La
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recombinaciéon homéloga es un proceso de intercambio génico que ocurre en todas
las células y en la que intervienen dos moléculas de DNA con secuencias similares,
aunque no necesariamente idénticas. No se requieren secuencias de DNA
especificas pero, al menos en células animales, se necesita que éstas sean de gran
longitud para que el intercambio génico sea eficiente (los denominados brazos de
homologia). La frecuencia de recombinacion homoéloga en células animales es
generalmente muy baja, en comparacién con la recombinacioén al azar (de 103 a 10>
veces menor); por este motivo se requieren estrategias de seleccién complicadas
para identificar las células que adquirieron el DNA exdégeno correctamente

(Melton, 2002).

Otro mecanismo de recombinacién empleado en las técnicas de gene
targeting (frecuentemente utilizadas en conjuncién con la recombinacién
homologa) es la recombinacion lugar especifica. Los diferentes organismos tienen
sistemas propios de recombinacién lugar especificos, pero pueden ser exportados
a otros sistemas, como por ejemplo células animales, para el control preciso de los
transgenes. Los sistemas de recombinacion lugar especifico mas utilizados son: el
sistema Cre/loxP y el Flp/FRT. La recombinasa Cre (cyclization recombination),
que deriva del bacteriéfago P1, escinde cualquier region de DNA localizada entre
dos sitios loxP (locus of crossing over in P1). Por su parte, la recombinasa Flp
(flipasa) se aislé de Saccharomyces cerevisae, y escinde igualmente el DNA
flanqueado entre sus secuencias consenso FRT (Flp recombinase target). Ambas
secuencias, loxP y FRT, tienen una tamafio de 34 pb y estan formadas por dos
repeticiones invertidas de 13 pb flanqueantes y una zona central no palindréomica
de 8 pb (Dymecki, 1996; Buchholz et al, 1998). Estas secuencias suelen
incorporarse en vectores de reemplazamiento, que explotan la recombinacion
homdloga, y se situan flanqueando exones o secuencias que pueden ser eliminadas
de manera especifica mediante el aporte exdgeno de la recombinasa
correspondiente. La utilizacién de estos vectores en células ES de ratén puede
conducir a la obtencién de animales transgénicos KO o KO condicionales (Austin et

al., 1981; Sternberg & Hamilton, 1981; Kwan, 2002; Hall et al, 2009).

Recientemente, se ha implementado una nueva técnica para la obtencién de

animales transgénicos basada en el uso de proteasas guiadas por RNA; de éstas, la
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mas ampliamente utilizada es la llamada Clustered Regularly Interpaced Short
Palindromic Repeats-Crispr Associated genes 9 o abreviadamente CRISPR-Cas9
(Fig.1). Este método se basa en el sistema inmunitario utilizado por procariotas
como mecanismo de defensa frente a virus infectivos exdgenos. La técnica CRISPR-
Cas9 aplicada a células ES murinas ha permitido obtener modelos animales de
manera mas rapida y eficiente que con los sistemas convencionales. (Ran et al,

2013; Humphrey & Kasinski, 2015).
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Figura 1. Sistema CRISPR-Cas descrito en Streptococcus pyogenes. En caso de infecciéon
por virus, el DNA exé6geno es fragmentado e incorporado al locus CRISPR en medio de una serie de
repeticiones cortas. Este loci se transcribe y procesa para generar RNAs de pequefio tamaiio,
denominados CRISPR RNA (crRNA), que se utilizan como guia para seleccionar las dianas que seran
cortadas por las endonucleasas Cas. Estos crRNA se unen a un RNA parcialmente complementario:
el CRIPSR RNA trans-activador (trRNA), cuya funciéon es mantener el complejo crRNA-Cas en la
region de reconocimiento. Este sistema se ha adaptado al campo de la biotecnologia mediante la
generacion de RNAs sintéticos (guide RNA, gRNA), constituidos por la secuencia diana, el crRNA, el
trRNA y la nucleasa Cas9. Cuando el gRNA se microinyecta en células ES murinas mediara un corte
dirigido del DNA, permitiendo la generacién de modificaciones precisas (Humphrey & Kasinski,

2015).
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2. Glutaminasa de mamiferos: genes y transcritos

La glutamina (GIn) es uno de los aminoacidos libres mas abundantes en el
cuerpo humano, representando hasta un 25% del total de aminoacidos en plasma
(Labow & Souba, 2000). Aunque se ha descrito principalmente como aminoacido
no esencial, en determinadas situaciones de estrés, ejercicio extenuante, ciertas
enfermedades, etc., donde los requerimientos del organismo superan su biosintesis
de novo, puede considerarse un aminoacido condicionalmente esencial (Lacey &

Wilmore, 1990).

Entre el gran nimero de funciones que realiza la Gln en mamiferos (Fig.2),
destaca su papel como transportador de amonio entre tejidos, reduciendo la
toxicidad asociada a esta molécula y favoreciendo la homeostasis del nitrégeno
(Souba, 1987). A partir del nitrégeno de su grupo amida se pueden sintetizar
moléculas de diferente naturaleza, tales como nucleétidos, aminoacidos,
aminoazucares y proteinas. Su esqueleto carbonado sirve como fuente oxidable
para aportar energia a las células en divisién. En neuronas, no solo se utiliza como
fuente de energia, sino también para la sintesis de neurotransmisores excitatorios
e inhibitorios como el glutamato (Glu) y el acido y-aminobutirico (GABA),
respectivamente (Walls et al, 2014). En higado, la Gln también es un sustrato del
ciclo de la urea, implicada en la homeostasis del amonio y el bicarbonato

(Haussinger et al, 1992).
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Figura 2. Participaciéon de la GIn y el Glu en diferentes rutas metabdlicas de

mamiferos.

Aunque parte de la Gln es aportada por la dieta, la mayor parte proviene de

la sintesis de novo, llevada a cabo por la reacciéon catalizada por la enzima

glutamina sintetasa (GS; EC 6.3.1.2), la cual a partir de L-Glu, amonio y ATP genera

L-Gln (Taylor & Curthoys, 2004). La principal enzima encargada del catabolismo de

la Gln es la glutaminasa (GA; EC 3.5.1.2), una amidohidrolasa que, activada por

fosfato inorganico (Pi), cataliza la hidrolisis del grupo amida de la Gln, dando lugar

a cantidades estequiométricas de L-Glu y amonio (Fig.3) (Krebs, 1935).
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Figura 3. Reaccidn catalizada por la enzima glutaminasa. La enzima cataliza el primer

paso de degradacion de la Gln, generando cantidades estequiométricas de Glu y amonio.
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En humanos, la GA esta codificada por dos genes diferentes denominados

GLS y GLSZ2 (Aledo et al, 2000), genes paralogos surgidos por duplicacion génica de
un gen ancestral (Pérez-Gomez et al, 2003). Del mismo modo, se han descrito
genes ortologos, GIs y GIs2, en rata y raton (Pérez-Gomez et al, 2003). Cabe

destacar que proteinas paralogas, aun conservando un alto grado de similitud en

su secuencia, pueden adquirir funciones diferentes durante la evolucidon (Marquez
etal, 2009).

Los genes GLS y GLSZ codifican para dos isoenzimas. El gen GLS, localizado
en humanos en el cromosoma 2, codifica para las isoenzimas tipo rifién o tipo K

(kidney) denominadas KGA y GAC (Fig. 4); mientras que el gen GLSZ, localizado en

el cromosoma 12 humano, lo hace para las isoenzimas tipo higado o tipo L (liver):
GAB y LGA (Fig. 5) (Aledo et al., 2000; Marquez et al., 2010).

2.1 Gen GLS humano

El gen humano GLS tiene una longitud de 82 kb y el RNA mensajero (mRNA)
transcrito del mismo esta constituido por 19 exones. Como resultado del ayuste o
corte y empalme alternativo (alternative splicing) del gen GLS surgen los
transcritos: KGA, cuyo mRNA esta formado por los exones del 1 al 14 y del 16 al 19,

y el transcrito GAC, que posee exclusivamente los primeros 15 exones del gen vy,

por tanto, un extremo C-terminal diferente al de KGA (Fig. 4)(Elgadi et al, 1999;
Porter et al, 2002).
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Figura 4. Gen GLS de glutaminasa humana y transcritos alternativos KGA y GAC. El

gen GLS se encuentra localizado en el cromosoma 2 humano y codifica para los transcritos KGA y

GAC (Aledo et al, 2000). Este gen se encuentra en el cromosoma 1 murino, como se indica en la
figura de la derecha.
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En cuanto a la expresion de cada uno de estos transcritos en tejidos
humanos, cabe destacar que el mRNA de KGA, originalmente aislado de rifién, es
ubicuo en todos los tejidos (Curthoys et al, 1976; Kovacevic & McGivan, 1983),
incluyendo al higado fetal (Curthoys & Watford, 1995). El mRNA de GAC, aislado
originalmente de células de cancer de colon HT-29 (Elgadi et al, 1999) vy,
posteriormente, también de rifidn de rata y cerdo (Porter et al, 2012), se expresa
principalmente en musculo cardiaco, pancreas, placenta, rifién, pulmones y
cerebro, y carece de expresion en higado (Elgadi et al, 1999; Szeliga et al., 2008;
Cardonaetal., 2015).

Ambas isoformas GLS (KGA y GAC) presentan una regulacion
transcripcional en todos los tejidos, a excepcién de la KGA de rifién que se induce
particularmente en situaciones de acidosis metabdlica. Esta regulacién
postranscripcional se lleva a cabo mediante la presencia en su estructura de
elementos de respuesta a cambios en la concentracién de protones (pH), situados
en la region 3’-UTR del mRNA de la KGA (Laterza et al,, 2000; Porter et al., 2002). A
esta secuencia se une la proteina { cristalina/NADPH-quinona reductasa lo que
conduce a la estabilizaciéon de su mRNA y a un incremento del catabolismo renal de

la GIn (Tang & Curthoys, 2001).

Aunque a nivel subcelular las isoenzimas GLS se identificaron inicialmente
en la mitocondria (Curthoys & Weiss, 1974), la localizacién concreta en este
organulo ha suscitado mucha controversia (Matés et al,, 2009). Para ilustrar estas
discrepancias, cabria decir que practicamente todas las posibles localizaciones
submitocondriales han sido propuestas para las isoformas GLS, incluyendo la
matriz mitocondrial (soluble) (Kalra & Brosnan, 1974), asociada a la cara interna
de la membrana mitocondrial interna (MMI) (Shapiro et al, 1991) y presencia
simultanea en ambas monocapas de la MMI, existiendo dos poblaciones de GA: una
asociada a la cara externa de la MMI y orientada hacia el espacio intermembranal,
y otra asociada a la cara interna de la MMI y orientada hacia la matriz mitocondrial
(Kvamme & Olsen, 1979). Resultados mas recientes, sin embargo, han aportado
evidencias experimentales convergentes a partir de estudios enzimaticos,
inmunolégicos y de modificacion quimica que descartan su localizacién

transmembrana y apoyan la idea de que la proteina se encuentra débilmente
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asociada a la cara interna de la MMI, con su dominio funcional en la matriz
mitocondrial y con una importante influencia del entorno lipidico en la regulacion

de su actividad enzimatica (Aledo et al, 1997; Matés et al, 2009).
2.2 Gen GLS2 humano

El gen GLSZ tiene una longitud superior a 18 kb. El transcrito completo de
mRNA de este gen esta formado por 18 exones, y da lugar a dos variantes: GAB,
transcrito canoénico largo constituido por los exones del 1 al 18, y un transcrito
corto, LGA, cuyo mRNA esta constituido por los exones del 2 al 18, omitiendo el
exén 1 (Aledo et al, 2000; Pérez-Gomez et al, 2003) (Fig. 5). La variante LGA
presenta un sitio de inicio de la transcripciéon (TSS) alternativo, diferente al de
GAB, localizado al final del intréon 1 del gen GLS2 (a 7kb de distancia del promotor
de la GAB en humanos). Cabe destacar que, aparte de la regiéon promotora candnica
del transcrito LGA, se ha identificado la presencia de otra posible regién promotora
distante de LGA situada a 1,5 kb del promotor GAB, que podria no ser funcional al

presentar un alto nivel de metilacion en islas CpG (Martin-Rufian et al,, 2012).
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Figura 5. Gen GLS2 de glutaminasa humana y transcritos alternativos GAB y LGA. El
gen GLSZ se encuentra localizado en el cromosoma 12 humano y codifica para los transcritos GAB y
LGA (Aledo et al, 2000). Este gen se encuentra en el cromosoma 10 de ratén, como se indica en la

figura de la derecha.

La isoforma proteica LGA, inicialmente aislada de higado de rata por Huang
& Knox (1976), se pensaba que soOlo se expresaba en higado adulto (Patel &
McGivan, 1984; Curthoys & Watford, 1995); sin embargo, actualmente se ha
descrito para esta isoforma un patréon de expresion mas amplio y complejo. La

isoenzima GAB fue obtenida mediante clonacién molecular a partir de una
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genoteca de cDNA de células de cancer de mama humano (ZR-75) (Gémez-Fabre et
al, 2000). Ambas isoformas (GAB y LGA) se expresan en cerebro (Olalla et al,
2002), células tumorales humanas (Pérez-Gomez et al, 2005), en las células f3
pancreaticas productoras de insulina (Baglietto-Vargas et al,, 2004) y en células del

sistema inmune (Castell et al,, 2004).

Las isoenzimas GLS2 se localizan en mitocondria; sin embargo, también se
ha descrito una localizaciéon nuclear para isoenzimas GLSZ (GAB y/o LGA) en
neuronas (Olalla et al, 2002; de la Rosa et al, 2009; Marquez et al, 2010) y
astrocitos (Cardona et al, 2015). Cabe destacar que la abundancia de expresion de
los transcritos de GA se ha demostrado ser especie- y tejido-especifica. Mientras
KGA es la isoenzima predominante en cerebro de mamiferos (Olalla et al, 2002;
Martin-Rufian et al, 2012), la abundancia relativa de las isoenzimas GLS2 en este
tejido depende de la especie. Asi, en cerebro de ratén el transcrito LGA es mas
abundante que GAB, al contrario de lo que ocurre en cerebro de rata, donde el
transcrito GAB es el mayoritario; en cambio, en higado de ratéon GAB es la isoforma
GLS2 predominante, mientras que en rata predomina LGA (Martin-Rufian et al,

2012).
2.3 Diferencias moleculares y cinéticas entre isoenzimas GLS y GLS2

Las isoenzimas GLS y GLS2 difieren en sus propiedades moleculares y
cinéticas (Tabla 1). La isoforma KGA es un tetrdmero constituido por 3
subunidades de 66 kDa y una subunidad de 68 kDa (Perera et al, 1991). La
isoforma LGA hepatica esta formada por una subunidad de 58 kDa (Smith &
Watford, 1988), si bien se desconoce si polimeriza en su proceso de activacién por

Pi, como ocurre con las isoenzimas GLS.

En cuanto a sus propiedades cinéticas, existen diferencias relativas a la
dependencia por Pj, activacion por amonio e inhibicion competitiva por Glu,
producto de la reacciéon (Tabla 1). La KGA tiene una alta dependencia por Pi
(Krebs, 1935; Curthoys et al,, 1976), que induce un cambio conformacional en la
enzima favoreciendo la interaccién de la Gln con el centro activo (Chiu & Boeker,
1979; Cassago et al., 2012). Se ha descrito también un efecto inhibitorio del Glu en

la KGA, tanto a bajas como altas concentraciones de Pi (Goldstein, 1966; Curthoys
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y Watford, 1995).

Las isoenzimas GLS2 presentan una baja dependencia del Pi. Sin embargo,
los requerimientos por el activador amonio y la inactivaciéon por producto (Glu)
difieren en funcién de la isoforma. La GAB se inhibe en presencia de
concentraciones elevadas de Glu, presentando un valor ICso de 50 mM a baja
concentracion de Pi (5 mM) y concentracién no saturante de GIn (20 mM)
(Campos-Sandoval et al., 2007), lo que no le ocurre a LGA (Krebs, 1935; Patel &
McGivan, 1984). Ademas, se ha demostrado que la isoforma LGA presenta un
requerimiento absoluto por amonio como activador, mientras que, por el
contrario, GAB muestra s6lo un ligero efecto activador en presencia de amonio
(Verhoeven et al, 1983; Campos-Sandoval et al, 2007) (Tabla 1). Por consiguiente,
la isoforma GAB posee un comportamiento cinético hibrido entre las isoenzimas

GLS y GLS2 (Campos-Sandoval et al., 2007).

13



Introduccion

Tabla 1. Genes, transcritos e isoformas GA en humanos. (Adaptado de Marquez et al,

2009)

Genes, transcritos e isoformas de GA en humanos ‘

KGA GAC GAB LGA
Gen GLS GLS GLS2 GLS2
Longitud del
18 exones 15 exones 18 exones 17 exones
transcrito
Inicio alternativo
Mecanismo Ayuste Ayuste
Canonico dela
transcripcional alternativo alternativo
transcripcion
Regulacion c-Myc, p53, TAp63,
transcripcional c-Jun TAp73
Musculo
Ubicua en tejidos cardiaco, Higado, cerebro, Higado, cerebro,
extrahepaticos de pancreas, pancreas, pancreas, sistema
Expresion mamiferos y placenta, rifién,  sistemainmuney inmune y células
células de cancer  pulmdny células células de cancer de cancer
humano de cancer humano humano
humano
Tamaio
669 aa 598 aa 602 aa 565 aa
proteina
Dependencia de
Alta Alta Baja Baja
Pi
Activacion por
No No Baja Fuerte
amonio
Inhibicién por
Fuerte --- Moderada No
glutamato
Interaccion Caitaxina,
GIP, SNT, Racl
proteica BMCC1s
2.4 Proteinas que interaccionan con isoenzimas GA

Las principales diferencias destacables entre los genes GLS y GLSZ se

centran en los exones 1y 18. Ambos genes comparten un 62% de homologia en el

exon 1; sin embargo, en el gen GLS codifica 129 aminoacidos y en el GLS2 sélo 61.

La importancia de esta diferencia radica en que estas secuencias son las implicadas

en los procesos de translocacidn y envio a destinos subcelulares, ademas de actuar
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como moédulos de interaccidn proteina-proteina (Gomez-Fabre et al, 2000) (Fig.

6).
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Figura 6. Principales dominios y secuencias consenso (motivos) de las isoformas GA
de mamiferos. Se indican las diferencias entre las proteinas codificadas por los genes GLSy GLS2,
las cuales se centran principalmente en los exones 1 y 18 donde se localizan las secuencias
implicadas en la interaccién proteina-proteina y los procesos de translocacién subcelular

(Adaptado de Marquez et al, 2016).

La secuencia codificada por el exdn 18 muestra igualmente diferencias
entre ambos genes: en GLSZ, la region C-terminal, concretamente los cuatro
ultimos aminoacidos, estan implicados en el reconocimiento de dominios PDZ (Fig.
6) (Olalla et al, 2001), denominados asi por las tres primeras proteinas donde se
identificaron: PSD-95, Drosophila discs large protein y Zona occludens protein 1
(Cho et al, 1992). Estos dominios son motivos proteicos de 80-100 residuos de
aminoacidos, muy conservados, que se pueden unir tanto a secuencias consenso
(X-Ser/Thr-X-Val) en regiones C-terminal de proteinas diana, como a otras
proteinas PDZ (Ponting, 1997). El estudio de la interaccion entre proteinas es de
especial interés ya que permite comprender su papel funcional, regulacion y
localizacion. Las isoenzimas GLS2 poseen la secuencia ESMV requerida en las

interacciones con proteinas PDZ, siendo la valina final esencial para el
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mantenimiento de la interaccién (Olalla et al, 2001). Hasta el momento, se han
descrito dos proteinas PDZ que interactian con la isoforma GAB: la proteina GIP

(Glutaminase-Interacting Protein) y la alfa-1-sintrofina (SNT).

Cuando se analiz6 la expresion de GIP (también denominada Tax-
interacting protein 1, TIP-1) en cerebro de rata y mono, se pudo observar que
estaba presente tanto en el soma de neuronas y astrocitos como en los pies
astrocitarios perivasculares. Fue en esta ultima localizacion donde se expresaba de
forma conjunta con GAB, por lo que se ha propuesto un posible papel del Glu
producido por esta isoenzima como vasodilatador, al unirse a su correspondiente
receptor de las células endoteliales (Olalla et al,, 2008). Asimismo, se han descrito
casos en que los dominios PDZ determinan la localizacién nuclear de las proteinas
(Riefler & Firestein, 2001), por lo que no puede descartarse que uno de los
mecanismos de importe de GAB al nucleo de neuronas y astrocitos tenga lugar a
través de su dominio PDZ y su interacciéon con GIP. De hecho, GIP también se ha
localizado en ntcleo celular (Olalla et al, 2008) y se ha demostrado que puede
ejercer un papel regulador de la transcripcion, en concreto mediante su interaccién
con [-catenina, proteina implicada en diferentes procesos como migracion,
proliferacién y muerte celular. Esta asociacion inhibiria la posterior interacciéon de
B-catenina con el factor de transcripcién 4 (TCF-4) en nucleo, necesaria para la
activacion de los genes Wnt (Wingless/Int) (Kanamori et al, 2003). Igualmente, en
el extremo C-terminal de su estructura primaria, GLS2 presenta repeticiones de
anquirinas (Marquez et al, 2006), que en otros casos también se han relacionado

con el importe nuclear de proteinas (Sachdev et al, 1998).

Las sintrofinas, por su parte, son una familia de proteinas periféricas de
membrana que abundan particularmente en células gliales cerebrales (Ahn et al.,
1996; Adams et al,, 2001). Las principales isoformas son a-1, 3-1 y -2, que estan
codificadas por diferentes genes y se expresan en tejidos como musculo
esquelético, corazén y cerebro (Ahn et al, 1996; Gee et al, 1998). El dominio PDZ
de SNT puede unirse a la acuoporina 4 (AQP-4) en cerebro (Adams et al, 2001);
esta interaccion se ha descrito concretamente en los pies atrocitarios
perivasculares (Inoue et al, 2002), donde podria actuar regulando Ia

permeabilidad de la membrana (Frigeri et al., 1995).
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En cuanto a proteinas que interactuan con las isoformas GLS, se ha
demostrado que KGA interacciona con la proteina caitaxina o BNIP-H. Esta
proteina, codificada por el gen ATCAY, se expresa en tejido nervioso, siendo
especialmente abundante en hipocampo, cértex, cerebelo, ntcleos cerebelares
profundos y nucleo pontino (Bomar et al, 2003; Buschdorf et al, 2006). La
interaccion de KGA y caitaxina se lleva a cabo a través del dominio BCH (BNIP-2
and Cdc42GAP Homology) (Low et al.l, 2000; Low et al?, 2000), regulando de esta
manera su distribucién espacial en cerebro. En experimentos de co-transfecciéon de
KGA y caitaxina en células P12, inducidas a diferenciarse a un fenotipo neuronal
por estimulacién con el factor de crecimiento nervioso (NGF), se observé una
redistribucion de KGA hacia los terminales de las neuritas, de manera
independiente y separada de cualquier migracién mitocondrial. Por consiguiente,
la caitaxina parece ser capaz de re-localizar KGA desde el cuerpo celular hacia las
neuritas. Aparte de este trafico neuronal, la caitaxina redujo los niveles de Glu a
través de la inhibicién de la actividad GA (Buschdorf et al., 2006). En resumen, la
interaccion KGA-caitaxina parece tener un papel relevante en la regulacion de la
homeostasis de la sintesis de Glu, esencial para una neurotransmision correcta y

un adecuado desarrollo neuronal.

Otro miembro de la familia de proteinas que contienen dominios BCH,
capaces de interaccionar con la isoforma KGA, es la proteina BMCC1. Este
polipéptido posee distintas isoformas, una de las cuales, BMCC1ls, se expresa
mayoritariamente en cerebro de raton y esta implicada en la regulacion de la
dinamica del citoesqueleto y la supervivencia celular (Arama et al, 2012). Un
andlisis protedmico orientado a buscar proteinas que interactian con BMCC1s
identifico a KGA como una de ellas. Cuando se llevaron a cabo cultivos primarios de
neuronas corticales transfectadas con ambas proteinas, se observdé que la
distribucién subcelular de KGA fue dramaticamente alterada: la mitad de las
células transfectadas mostraron a KGA no s6lo en mitocondria, sino también en el
citoplasma (Boulay et al, 2012). Los autores concluyeron que BMCCls
interacciona preferentemente con la forma precursora monomérica de KGA (74
kDa) en citoplasma, impidiendo que alcance la mitocondria y evitando su

procesamiento hasta la forma madura cataliticamente activa.
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2.5 Glutaminasa en cerebro

El Glu es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso
central (SNC) (Fonnum, 1984), y aproximadamente el 80-90% de todas las sinapsis
cerebrales son glutamatérgicas (Braitenberg & Schiiz, 1998; Attwell & Laughlin,
2001). Dicho aminoacido juega ademas un papel clave en la plasticidad sinaptica y
en la neurogénesis (Velletri et al, 2013), flujo sanguineo cerebral (Attwell et al,
2010), metabolismo energético cerebral (Erecinska & Silver, 1990), patogénesis de
enfermedades neuropsiquiatricas (Conti & Weinberg, 1999), en la sintesis del
neurotransmisor inhibidor GABA (Walls et al, 2014) y en la de muchos otros

importantes metabolitos.

Dado que el Glu no atraviesa facilmente la barrera hematoencefalica (BBB)
(Hawkins, 2009), debe ser sintetizado en las neuronas a partir de precursores
locales, estableciéndose un control preciso entre la neurona presinaptica,
postsindptica y el astrocito. En estas sinapsis tripartitas (Fig. 7), se establece el
denominado ciclo Glu/Gln (Hertz, 1979), por el cual, el exceso de Glu liberado en la
hendidura sindptica es capturado por los astrocitos gliales, que mediante la enzima
GS, de localizacion exclusivamente astrocitaria (Martinez-Hernandez et al., 1977),
se transforma en Gln. Esta GIn es liberada del astrocito y recapturada por las
neuronas, donde vuelve a metabolizarse a Glu por la enzima GA. Este ciclo Glu/Gln
entre las neuronas y los astrocitos esta considerado como una ruta central para el
reciclaje de neurotransmisores y para regular la neurotoxicidad intrinseca del Glu

(Hertz, 1979; Berl & Clarke, 1983).

Como se ha indicado, en la sinapsis tripartita la GA juega un papel
imprescindible en la homeostasis glutamatérgica como la fuente mas importante
de Glu presinaptico liberado (Nicklas et al, 1987). A pesar de numerosas
investigaciones, el origen del Glu neurotransmisor no ha sido completamente
resuelto. Aunque se reconoce a la GA como la fuente principal de Glu, no debe ser
la dnica ruta implicada (Shen et al, 2009). Se ha demostrado sintesis del
neurotransmisor Glu mediante transaminacion de aminoacidos con «-
cetoglutarato, componente del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Waagepetersen

etal., 2005).
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Figura 7. Esquema la sinapsis tripartita entre neuronas y astrocitos. La Gln liberada por
el astrocito es transportada al interior de las neuronas presinapticas via transportador SLC38A7
(miembro de la familia de transportadores de aminoacidos acoplados a sodio, SNAT). En el interior
de la neurona presinaptica la GA cataliza el paso de Gln a Glu, que se almacena en las vesiculas
sindpticas hasta su posterior liberacién. En la hendidura sinaptica el Glu es recapturado por el
astrocito a través de los transportadores dependientes de sodio, EAAT1 y EAAT2, y convertido de

nuevo en GIn por la accién de la enzima GS (Adaptado de Marquez et al, 2009).

El modelo tradicional de expresién de GA aceptaba que la Unica isoenzima
presente en cerebro, y responsable de la generacién del Glu neurotransmisor, era
la isoforma KGA (GLS) (Haser et al., 1985; Curthoys & Watford, 1995). Nuestro
grupo fue el primero en descubrir la expresion simultanea de transcritos de mRNA
para KGA y GLS2 en cerebro humano (Aledo et al., 2000; Gomez-Fabre et al., 2000).
Posteriormente, demostramos la coexpresion de mRNA de KGA y GLS2 en cerebro
de otras especies de mamiferos como vaca, ratdn, conejo y rata (Olalla et al, 2002).
Esta coexpresion fue verificada a nivel de proteina por métodos bioquimicos e
inmunolégicos mediante inmunotransferencias Western revelados con
anticuerpos isoenzima-especificos (Olalla et al., 2002). Ademas de cerebro,

también se ha demostrado la coexpresion de ambas isoenzimas en las siguientes
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lineas celulares humanas: células de tumor colorrectal (Turner & McGivan, 2003),
células de hepatoma HepG2, células de leucemia mieloide KU812F y las células de
cancer de mama MCF7 y ZR75 (Pérez-Gomez et al., 2005). En relacién a la
proliferacion, el papel desempefiado por las diferentes isoenzimas GA en células
tumorales parece ser opuesto. Asi, los niveles de KGA se encuentran elevados en
estados proliferativos, mientras que en estados de quiescencia prevalecen las
isoformas GLSZ2 (Pérez-Gomez et al, 2005). Este comportamiento se ha
confirmado en cancer de higado y en tumores gliales, que muestran un patrén de
expresion elevado de GAC y KGA y no expresan LGA (Szeliga et al, 2005).
Experimentos de transfecciéon de células T98G de glioblastoma humano con el
cDNA de GAB, permite observar una reversion del fenotipo transformado,
caracterizado por una menor migracion celular, proliferacién y una disminucién de
la supervivencia (Szeliga et al, 2009). Como consecuencia del papel fundamental
que desempefian las isoformas GA en la biologia del cancer, se han postulado a
estas proteinas como dianas terapéuticas para inhibir la reprogramacién

metabdlica que conduce a la carcinogénesis.

Para cuestionar ain mas el modelo tradicional de expresién de GAs en
cerebro, hemos aportado so6lidas evidencias experimentales de una segregacion
subcelular de GA en neuronas, la isoenzima KGA esta presente en mitocondrias,
mientras que la GA GLS2 se localiza en nucleo (Olalla et al., 2002). La localizacién
nuclear de la GA GLS2 (GAB y/o LGA) fue completamente inesperada, cambiando
drasticamente el paradigma de expresion aceptado de GA en mamiferos, siendo la
primera vez que se describia una localizacion extramitocondrial para una GA. La
vision de la GA como una proteina monofuncional, con un papel relevante pero
exclusivamente catalitico, parece no responder a su auténtica potencialidad
funcional. Este hecho viene apoyado también por la descripcién ya comentada de
las isoformas GLS2 con proteinas PDZ. Respecto a la localizacion nuclear, también
conviene sefialar que el andlisis bioinformatico de las proteinas GLS2 revel6 la
existencia de un dominio de dedos de Zn, concretamente del tipo Cys:His,
caracteristico de muchos factores de transcripcion (Fig. 6), dejando abierta la
posibilidad de que estas isoenzimas funcionen directamente como un factor de

transcripciéon. Ademads, aun cuando estas proteinas no poseen secuencias
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especificas de localizacion nuclear, si poseen un motivo LXXLL que constituye una
secuencia de interaccién con receptores nucleares (Fig. 6). Concretamente, la
isoforma GAB posee este motivo consenso en los aminoacidos 72-76 (LGDLL). Un
caso similar es el de la enzima mitocondrial 3-hidroxi-3-metilglutarilCoA sintasa
(EC 4.1.3.5), que se ha detectado en el nucleo, y cuya translocacion implica la
interaccién con un receptor hormonal nuclear a través de un motivo LXXLL
presente en la enzima (Meertens et al., 1998). La regulacion de la transcripcion
génica a través de receptores nucleares requiere la participacion de correpresores
y coactivadores, de esta forma GAB podria formar parte de un complejo
transcripcional, actuando como corregulador. La participaciéon de GLS2 en ntcleo
podria ser, no obstante, indirecta, al actuar regulando los niveles de Gln/Glu en el
nucleoplasma. Hoy en dia, se acepta que los aminodcidos juegan un papel
importante, junto con las hormonas, en el control de la expresiéon génica; aunque,
los mecanismos moleculares implicados son todavia poco conocidos. En concreto,
la GIn induce la expresion de proteinas HSP (heat shock proteins), tanto a nivel de
mRNA como de proteina (Sanders & Kon, 1992), y reprime la expresion de GS. De
esta forma, la importancia de la localizaciéon nuclear de GAB radicaria en el control
in situ de los niveles de Gln/Glu, cuyas fluctuaciones inciden en la regulaciéon de la

expresion génica.

Se ha identificado también la presencia de GA en astrocitos (Marquez et al.,
2016). Experimentos inmunohistoquimicos realizados en tejidos de cerebro
humano y rata, con anticuerpos isoforma especificos, han puesto de manifiesto la
expresion de isoenzimas GLS (KGA) y GLS2 (GAB/LGA) en neuronas y astrocitos,
aunque mostrando diferentes localizaciones subcelulares: mitocondrial para la
KGA y nuclear y mitocondrial para GLS2 (Marquez et al., 2016). La expresion de GA
en astrocitos también se ha demostrado a nivel de mRNA y se ha probado la
existencia de actividad enzimatica en ciertas poblaciones astrocitarias (Cardona et
al, 2015). La presencia de GA con actividad catalitica en astrocitos es relevante
para la estequiometria del ciclo Glu/Gln en la sinapsis, lo que sugiere la posibilidad

de nuevas funciones para las distintas isoformas GA.

Las nuevas localizaciones subcelulares descubiertas en cerebro para las

isoformas GA sugieren nuevas funciones para la isoenzima GLS2 no relacionadas
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con la neurotransmision, sino con la regulacion transcripcional y la diferenciacién
celular (Campos-Sandoval et al.,, 2015). El hecho de que en cerebro se expresen
cuatro isoenzimas diferentes codificadas por dos genes distintos ain no ha sido
explicado. No se conoce la contribucion de cada isoenzima al pool de Glu
neurotransmisor, asi como el papel de alguna de estas isoenzimas, particularmente
las GLS2, en funciones diferentes a las meramente cataliticas. Para aclarar estos
aspectos, en este trabajo decidimos generar un modelo animal transgénico
deficiente en el gen GIs2 que nos permita arrojar luz sobre algunas de estas

cuestiones, profundizando asi en la funcién cerebral de las isoenzimas GA.
2.6 Neurotransmision glutamatérgica en la adiccion a drogas

Evidencias experimentales obtenidas desde 1970 han generado un
consenso en el campo cientifico de la adiccién a drogas de abuso, que sefialan a la
dopamina (DA) como neurotransmisor clave en sus efectos adictivos (Liischer,
2016). De esta forma, la hipotesis dopaminérgica en el mecanismo de la adicciéon
establece que las drogas ejercen una fuerte estimulacién de dicho neurotransmisor
en la ruta mesocorticolimbica (Di Chiara & Imperato, 1988), un rasgo generalizado
y definitivo de todas las drogas adictivas, dando cuenta de los agudos efectos
reforzadores que ejercen. No obstante, esta hipotesis no es capaz de explicar los
efectos a largo plazo y las alteraciones comportamentales, como el ansia por la
droga (craving) y la recaida, que aparecen cuando la droga ya se ha eliminado del
organismo y los niveles de DA vuelven a los valores normales. Por este motivo, se
ha sugerido que el consumo de drogas conlleva una serie de neuroadaptaciones en
diferentes d4reas cerebrales que desempefian un papel causal en el

comportamiento patoldgico de los pacientes adictivos (Liithi & Liischer, 2014).

Aunque muchos tipos de sinapsis pueden ser modificadas por el consumo
de drogas, el foco se ha centrado sobre la transmision glutamatérgica que ejerce un
papel importante en la plasticidad sinaptica (Liischer, 2013). Resultados de
estudios preclinicos con modelos animales de adiccién sentaron las bases de la
denominada hipétesis del Glu en la adiccién, que propone la existencia de cambios
en la neuroplasticidad inducidos por un desequilibrio entre el Glu sinaptico y el no-

sindptico en los circuitos entre la corteza prefrontal (PFC), el nudcleo accumbens
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(NAc) y el area tegmental ventral (VTA), lo que provoca una menor capacidad para
inhibir el comportamiento de bisqueda de la droga y una mayor vulnerabilidad a
la recaida (Kalivas, 2009; Steketee & Kalivas, 2011; Palomino et al., 2014). De entre
las modificaciones glutamatérgicas, cabe destacar el papel de los receptores
metabotropicos de Glu (mGIuR) y las proteinas Homer en los astrocitos del NAc
(Fig. 8) (Ronesi & Huber, 2008). Las proteinas Homer actian como un componente
integral del complejo de sefializacion intracelular de los mGluR, mediando la
liberaciéon de calcio endoplasmatico a través de la uniéon a receptores inositol
trifosfato (IP3Rs) (Yamamoto et al, 2006). El astrocito utiliza este incremento del
calcio intracelular para la liberacién de Glu mediante el intercambiador
estequiométrico de cistina-Glu (sistema Xc’) (Malarkey & Parpura, 2008). Se ha
demostrado que la administracién crénica de cocaina disminuye la expresion de
las proteinas Homer y del transportador Xc- en el NAc, lo que provoca una menor
liberacién de Glu desde el astrocito. Los bajos niveles de Glu extracelular conllevan
un bajo tono de los autoreceptores mGluR2 /3 presinapticos, que tras la exposicion
repetida a drogas como cocaina, experimentan modificaciones en su estado de
fosforilacion, reduciendo el tono inhibidor que ejercen sobre la liberacién
presinaptica de Glu (Xi et al, 2000; Kalivas, 2004) (Fig. 8). Ademas, el incremento
de Glu liberado en la hendidura sindptica tampoco se elimina eficientemente,
puesto que el transportador GLT-1 astrocitario también esta infra-expresado en el
NAc tras la exposicion crénica a cocaina, nicotina, etanol y heroina (Scofield &

Kalivas, 2014).
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Figura 8. Modificaciones glutamatérgicas en el NAc que provocan nuevas formas de
plasticidad sinaptica. El consumo de drogas de abuso conlleva modificaciones en las proyecciones
PFC-NAc, donde se ha visto un aumento en los niveles de Glu en la hendidura sinaptica, con la
consecuente activacion de receptores AMPA postsinapticos, implicados en las plasticidad sinaptica

(Adaptado de Kalivas, 2004).

De igual manera, el consumo de cocaina produce cambios en los niveles de
mRNA y actividad de las dos isoformas GA en el circuito corteza prefrontal-
estriado. Sin embargo, hay una disociaciéon temporal entre los efectos en la
expresion del mRNA, afectados principalmente tras una exposicion aguda a
cocaina, y la actividad enzimatica GA, afectada fundamentalmente tras una

exposicion cronica (Blanco et al., 2012).
3.  Acido lisofosfatidico (LPA)
3.1 Sintesis y mecanismo de accion

Los lisofosfolipidos (LPs) son los lipidos integrantes de las membranas mas
estudiados. De entre ellos, destacan el acido lisofosfatidico (LPA;1-acil-2-hidroxi-
sn-glicero3-fosfato) y la esfingosina-1-fosfato (S1P). El1 LPA es una importante
sefial extracelular que se sintetiza a partir de fosfolipidos como la fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina a partir de dos vias alternativas (Fig. 9). La
primera implica la accién de la fosfolipasa D (PLD) que genera un acido fosfatidico,

sobre el que actia consecutivamente la fosfolipasa A2 (PLA2) para generar LPA. En
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la segunda via, actiia la PLA2 que genera el lisofosfolipido correspondiente y, a
continuacidn, la autotaxina (ATX) (Aoki et al, 2008). La via de accion de la ATX es
la responsable de la sintesis del 50% del LPA en plasma, ya que ratones
heterocigotos nulos para ATX (Enpp2+/-) presentan una reducciéon de LPA del 50%
(Van Meeteren et al,, 2006). En mitocondria y reticulo endoplasmatico existen vias
alternativas para la sintesis de LPA, en las que actuan la glicerofosfato
aciltransferasa (GPAT) o la monoacilglicerol-aciltransferasa (MGAT) (Gerrad,
1989; Haldar et al, 1992; Bektas et al, 2005; Yung et.al, 2014); que estan
implicados en la sintesis de precursores de glicerolipidos mas que ser fuente de

LPA extracelular.

Fosfolipidos
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Figura 9. Vias de sintesis del acido lisofosfatidico (LPA) extracelular.

El LPA ejerce su accion a través de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) y da lugar a un amplio abanico de respuestas fisiolégicas (Meer et al
2008). Los GPCRs se caracterizan por tener siete dominios transmembrana (Pages
et al, 2001; Makide et al, 2009). El primero de ellos, LPA;, fue identificado en
1996, desde entonces se han descrito otros cinco receptores de LPA (Hecht et al,
1996). El gen que codifica dicho receptor es el gen Lparl o gen de la zona
ventricular (Vzg-1), denominado asi por su amplia expresion en dicha region
cerebral (Hecht et al, 1996). Se localiza en el cromosoma 4 de raton y codifica 5
exones, de los cuales el ex6n 3 posee hasta el 68% de la regién codificante (Contos

et al, 1998).

25



Introduccion

El receptor LPA; ejerce su accidn a través de tres subtipos de proteinas G:
Gijo, Gg/11 ¥ Gi2/13, que activan diferentes cascadas de senalizacion (Fig. 10).
Concretamente, Gq/11 activa la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza el fosfatidilinositol
bisfosfato y genera segundos mensajeros que activan a la proteina quinasa C (PKC),
lo que conlleva cambios en los niveles de calcio intracelular. La activacién de Gi/o
implica diferentes vias: 1) activacion de fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) que
activa GTPasas como RAC (que controla la morfologia celular) o la proteina
quinasa Akt (antiapoptotica); 2) activacion de RAS-MAPK y; 3) inhibicién de la
adenilato ciclasa (AC) lo que conlleva al incremento de AMPc. Por ultimo, Gi2/13
activa la GTPasa Rho y participa en la modificacién de actina y el citoesqueleto

(Fukushima et al,, 2001; Lin et.al 2010).

Figura 10. Cascada intracelular de LPA;. LPA, que ejerce su accién a través de GPCRs,
actia en diferentes procesos celulares como: proliferacion, supervivencia, migracién, apoptosis y

cambios morfoldgicos (Adaptado de Chun et al, 2013).

3.2 Expresion de LPA1 en cerebro de mamiferos

La expresion tisular del gen Lparl es muy amplia, incluyendo cerebro,
utero, testiculos, pulmdn, intestino delgado, corazon, estomago, rifidn, bazo, timo,
placenta y musculo esquelético. En cerebro se ha descrito como un importante

factor implicado en el desarrollo (Ouchi et al, 2008; Choi et al.,, 2010).

Diferentes publicaciones han puesto de manifiesto la expresiéon de todos los

subtipos de receptores LPA en el SNC. Durante el desarrollo cerebral se expresan
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principalmente LPA;, LPA2y LPA4, mientras que en la etapa postnatal aumenta la
expresion de LPA3 (Ouchi et al, 2008; Choi & Chun, 2013). Concretamente, LPA; se
expresa en progenitores neurales, neuronas, oligodendrocitos y microglia, donde
estd implicado en diferentes funciones (Fig. 11). En neuroblastos LPA; ejerce
funciones asociadas a proliferacién, morfogénesis, migracién, apoptosis y
diferenciacién. Se ha demostrado que la accién de LPA a través de la via de
sefalizacion LPA1-Gi, lleva a la diferenciacion de los precursores corticales,
aunque aun se desconocen los genes implicados (Fukushima et al, 2007). En
neuronas, la activacién de LPA; induce retraccion de las neuritas y el colapso de los
conos ax6nicos como consecuencia de la activacién de Rho GTPasas (Sayas et al.,
1999). También se han descrito funciones de migracién, supervivencia y
sinaptogénesis en esta poblacién celular (Choi & Chun, 2013). La comunicacién
entre astrocitos y neuronas es importante en el desarrollo y regeneracién
neuronal, habiéndose observado que los astrocitos, a través de la activacion del
receptor LPA; pueden inducir la diferenciacion y maduracién neuronal mediante la
liberacion extracelular de ciertas sefiales moleculares (Spohr et al, 2008).
Empleando modelos KO del receptor LPA; (KOLPA1) se ha comprobado que este
receptor podria ejercer un papel en la mielinizacién, expresandose en
oligodendrocitos (Choi & Chun, 2013; Sheng et al, 2015). Cabe destacar también la
gran expresion de los receptores LPA; en microglia de ratén, donde su funcién se

relaciona con estados de gliosis (Mdéller et al, 2001).
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Figura 11. Accidn de los receptores LPA en el cerebro embrionario y adulto. El patréon
de expresion de los receptores LPA y su funciéon varia durante la etapa del desarrollo cerebral. En el
cerebro embrionario LPA media procesos de proliferacion, retracciéon de neuritas, supervivencia,
cambios morfolégicos y migracién celular. En corteza de cerebro adulto, asi como en la BBB y
células ependimarias, se expresan casi todos los subtipos de receptores LPA. En el estadio postnatal
las funciones principales incluyen mielinizacién, respuestas inflamatorias por activacién de la

microglia, estabilizacién vascular y procesos cognitivos (Yung et al, 2015).

Asi mismo, es importante destacar el papel que ejerce LPA en los procesos
de vasculogénesis, angiogénesis y maduracion vascular. Actuando a través de la
interaccién con receptores que activan la via Giz/13, LPA controla el desarrollo
vascular embrionario, la migraciéon y proliferacion endotelial y ejerce un

importante papel en la formacion de la BBB (Teo et al, 2009).
3.3 Modelos murinos transgénicos del receptor LPA;

Como ya mencionamos anteriormente, de los animales KO podemos inferir
muchas de las funciones de un gen. A continuacion, se describen las caracteristicas
fenotipicas y comportamentales de ratones KOLPA1, que posteriormente han sido

modelo de estudio por parte de nuestro grupo de investigacion.
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Contos y colaboradores (Contos et al, 2000) desarrollaron y caracterizaron
un modelo murino transgénico del receptor LPA:. Estos animales presentaban
defectos craneoencefalicos, como hocicos mas cortos y un mayor espacio entre los
ojos, asociado al papel que este receptor tiene en el desarrollo del tejido éseo
facial. Como consecuencia de la funciéon de LPA en la estimulacién y desarrollo de
los adipocitos (activando los receptores adrenérgicos a2) los animales KOLPA{
tienen menor tamafo corporal (Valet et al, 1998). Los animales homocigotos nulos
presentan una alta tasa de mortalidad perinatal como consecuencia de problemas
en la lactancia, concretamente por fallos en la capacidad de localizaciéon de los

pezones, debido a alteraciones en el bulbo olfatorio (Contos et al, 2000).

Durante la propagacién de la colonia de ratones KOLPA; surgi6 una variable
estable, que no presentaba mortalidad perinatal, y a la que se denominé variante
Malaga (maLPA1). Esta colonia, descrita por el grupo del Dr. Guillermo Estivill-
Torras, IBIMA (Estivill-Torrus et al, 2008), presenta un desarrollo cortical
alterado, con capas mas delgadas y un patrén de distribucién celular diferente al
de los animales wild type (WT). En estos animales también se observa una
disminucién en la expresion de marcadores de la proliferaciéon en las células
progenitoras neurales (NPC) y una expresion mas temprana de marcadores de
diferenciacién. El menor tamafio cerebral observado se atribuy6é al papel
antiapoptotico de LPA, sustentado por el aumento de actividad apoptética de la
SVZ y la corteza. Por tanto, la ausencia de LPA;1 conduce a una reducciéon de las
NPC, una mayor apoptosis y alteraciones en la formacion de la corteza (Estivill-

Torrus et al, 2008).

A partir de las pruebas de comportamiento realizadas, se determiné que los
KO maLPA1 presentaban una memoria espacial deficiente comparada con la de los
animales WT. Otra de las caracteristicas descritas fue un mayor tiempo de
exploracion periférica durante la habituacion en el laberinto (tigmotaxis),

relacionado con una mayor ansiedad y/o déficits motores (Santin et al, 2009).
3.4 Modelo transgénico murino KO maLPA;y adiccién

La exposicion crénica a drogas de abuso induce cambios en la

neuroplasticidad, que en modelos murinos puede evaluarse a través de la
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locomocién condicionada y la sensibilizacién comportamental. La locomocion
condicionada se define como el aumento en la locomocién basal en un contexto
asociado a la administracion de drogas. La sensibilizacion comportamental
consiste en el progresivo aumento de la respuesta conductual como resultado de la
administracion repetida de la droga. Las bases anatémicas que subyacen ambos
procesos son diferentes; asi, la transmisién dopaminérgica en ganglios basales esta
implicada en la sensibilizacién comportamental, mientras que la locomocién
condicionada esta regulada por la transmisiéon glutamatérgica en el hipocampo
(Pierce & Kalivas, 1997; Tzschentke & Schmidt, 2003; Mohn et al, 2004). Estos
parametros se evaluaron en el modelo KO maLPA; y se observ6 que la locomocién
condicionada era menor en los animales KO que en los WT, como consecuencia del
déficit de memoria contextual que presentaban. La transmision glutamatérgica en
hipocampo dorsal estaba alterada, con una expresiéon reducida del receptor
metabotrépico mGlu3 y la subunidad GLUR3 de los receptores AMPA (Blanco et
al?, 2012). Por el contrario, ni la sensibilizacién comportamental, ni la transmision
dopaminérgica se vieron alteradas respecto a los animales WT. Los autores
concluyeron que LPA: podria actuar como un modulador de la respuesta
condicionada por su papel en la regulacion de la transmision glutamatérgica

(Blanco et al, 2012).
3.5 Modelo transgénico murino KO maLPA1 y neurogénesis

El receptor LPA;tiene un papel muy importante en la plasticidad sinaptica
por su efecto directo en los cambios morfolégicos y funcionales de las espinas
dendriticas. Mediante transfecciones de construcciones LPA1-GFP en neuronas
hipocampales se ha observado la presencia de este receptor en células piramidales
de la region CA1, concretamente en dendritas apicales y una localizaciéon punteada

caracteristica de espinas dendriticas (Pipel et al, 2006).

En mamiferos, el cerebro presenta dos regiones donde la neurogénesis se
mantiene activa durante la edad adulta: la zona subventricular y la zona
subgranular del giro dentado (DG) del hipocampo (Alvarez-Buylla & Lim, 2004). Es
en esta segunda zona donde los ratones KO maLPA; tienen una menor

neurogénesis y menor arborizaciéon dendritica (Matas-Rico et al, 2008). La
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neurogénesis hipocampal adulta esta en estrecha relaciéon con la vasculogénesis
(Palmer et al, 2000) y con factores troficos como el BDNF (factor neurotréfico
derivado de cerebro) y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)
(Waterhouse et al, 2012). Aunque no se han visto modificaciones en los vasos
sanguineos del DG de animales KO maLPA;, si hay variaciones en los niveles de los
factores troéficos, concretamente tras una exposicion a ejercicio (proceso que
incentiva la neurogénesis adulta), los niveles de BDNF disminuyen y aumentan los
de IGF-1 en comparacién con los animales WT (Matas-Rico et al, 2008). Estos
animales también tienen una expresion disminuida de GAP43 en la corteza
(Estivill-Torrus et al., 2008). Dicha proteina se expresa durante el desarrollo y esta
implicada en la guia axonal, la liberacién de neurotransmisores y la plasticidad

sindptica (Jacobson et al,, 1986).

En el modelo KOLPA: desarrollado por Harrison et al. (2003) se han
descrito alteraciones neuroquimicas en el sistema serotoninérgico de diferentes
areas cerebrales (PFC, hipocampo, hipotdlamo y NAc) y una reduccién en la
expresion de diversos aminoacidos en el hipocampo. Estas caracteristicas son
comunes a las existentes en modelos de esquizofrenia humanos, que presentan
alteraciones en las sinapsis glutamatérgicas y disminucion en el nimero de espinas

dendriticas (Hayashi-Takagi et al, 2010).
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Objetivos

De acuerdo con los antecedentes expuestos en la introduccion, es patente que aun
quedan un gran numero de cuestiones de calado por descubrir en relaciéon con la
funcion cerebral de las distintas isoenzimas GA; entre ellas, la contribucién de cada
isoforma al acervo de Glu neurotransmisor, el papel tréfico de las GAs en el
desarrollo y diferenciacion neuronal, la funcién nuclear de GLS2 en neuronas y
astrocitos, el significado fisiologico de sus interacciones con proteinas PDZ y BCH,
su implicaciéon en la regulaciéon vascular de vasos sanguineos y arteriolas vy,
finalmente, su desregulacion en desérdenes neurolégicos y enfermedades
neurodegenerativas. Todos estos interrogantes hacen patente que la generacion y
caracterizaciéon de modelos animales transgénicos con expresion alterada de
isoenzimas GA es una herramienta fundamental para elucidar la funcién cerebral

de estas isoenzimas.

A la vista de estos antecedentes, nos planteamos los siguientes objetivos en

esta Memoria:

* Generacion de un modelo murino transgénico nulo condicional para el gen
Gls2.
* Caracterizacién de alteraciones en las sinapsis glutamatérgicas en ratones

knockout para el receptor LPA1 del 4cido lisofosfatidico.
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MATERIALES

1. Vector de transgénesis

Con el fin de silenciar el gen GIsZ, en la elaboraciéon de este trabajo se
empled un vector de transgénesis de reemplazamiento adquirido del International
Mouse Phenotyping Consortium (IMPC; EUCOMM). En la Fig. 1 se representan sus
principales caracteristicas. El vector esta diseflado sobre el plasmido pBR322 e
incorpora dos brazos de homologia. El brazo largo, de 5.3 kb, esta constituido por
el exén 1 y un segmento del intrén 1 del gen GIs2 murino; el brazo corto, por el
espacio génico comprendido por los exones del 2 al 12 (3.9 kb). Los sitios loxP
flanquean el fragmento del gen a eliminar, correspondiente a los exones del 2 al 7,
(floxed sequence), por lo que al actuar la recombinasa Cre se escindira el
fragmento, generandose el KO correspondiente. Este plasmido permite llevar a
cabo la seleccién de las bacterias que lo han incorporado, ya que posee un gen de
resistencia a ampicilina y otro a blasticidina. La integracion del vector resultante
de la electroporacion de las células ES murinas se selecciona mediante un gen de
resistencia a geneticina (gen neo’), por su parte, los eventos de recombinacién
homodloga se discriminaran de los de recombinacidon ilegitima gracias a la
expresion de un gen de la toxina de la difteria codificado por el gen DTA. Los sitios
FRT, que flanquean la cassette Neo, son lugares de reconocimiento para la
recombinasa Flp. Cuando esta recombinasa se exprese permitira la escision de la

cassette Neo.
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Figura 1. Representacion esquematica de las principales caracteristicas del vector de
transgénesis. Se muestran las principales caracteristicas del vector: en amarillo los exones del gen
Gls2; los sitios de reconocimiento de la recombinasa Flp en verde (FRT); el En2SA (Engrailed-2
splice acceptor) aparece como un rectangulo blanco, seguido del sitio de reconocimiento interno
ribosdmico (IRES), el gen lacZ (en azul), y la sefial de poliadenilaciéon SV40 (pA); los sitios de
reconocimiento de la recombinasa Cre (loxP) estan representados por triangulos rojos; en morado
el promotor de -actina humano, y el gen de resistencia a neomicina (neo). En la parte inferior del
vector, en blanco aparecen los genes de resistencia a blasticidina y ampicilina, para la seleccién en
bacterias; y en rosa el gen de la toxina de la difteria (DTA) con su respectivo promotor y secuencia

pA (Adaptado de la informacién suministrada por el Consorcio IMPC).

El vector de transgénesis sigue una estrategia denominada ‘knockout first
allele’ (Skarnes et al, 2011) ya que al integrarse en el gen correspondiente
generara un alelo KO (denominado tm1la), como consecuencia de la presencia de
una trampa génica que conlleva la interrupcion del proceso de transcripcion
(Fig.2). La trampa génica esta constituida por una secuencia En2SA-IRES-LacZ-pA,
que provoca la terminacién prematura del proceso de transcripciéon por la
presencia tanto de un aceptor de ayuste en la zona 3’ (En2SA), como de una
secuencia de poliadenilacién (pA). El resultado de este proceso es una proteina de
fusion constituida por el ex6n 1 del gen GIsZ y la 3-galactosidasa. Una de las
ventajas que presenta este sistema, ademas de poder obtener un alelo KO de forma
directa al integrarse el vector en el genoma, es que permite estudiar el patrén de
expresion de nuestro gen, ya que el gen lacZ se encuentra bajo el control de su

mismo promotor.

De forma resumida, los pasos que habria que llevar a cabo cuando se

utilicen vectores de transgénesis de este tipo implican que, tras la insercion del
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vector en el cromosoma aceptor, se debera eliminar la regiéon comprendida entre
los lugares FRT (la trampa génica), lo que dara lugar a un alelo idéntico al WT,
salvo en la presencia de sitios loxP (alelo tm1c) que flanquean los exones que se
pretenden eliminar. Posteriormente, los exones floxed se eliminaran mediante
cruces con animales transgénicos que expresen la recombinasa Cre bajo un
promotor especifico cerebral, dando lugar al alelo tm1d, que en homocigosis
generara el animal KO (Fig. 2). Todos estos pasos se describiran mas

detalladamente en los apartados correspondientes.

tmia

I TR

m.' Flp
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4—ar—F

tmid l
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Figura 2. Pasos a seguir para eliminar las regiones delimitadas por los sitios FRT y
loxP. La inserciéon del vector de transgénesis en el genoma dara lugar a un alelo KO denominado
tmla. Para revertir el genotipo, estos animales se cruzaran con ratones que expresen la
recombinasa Flp, obteniéndose el alelo tm1c. Este alelo es idéntico al WT excepto por las regiones
loxP de localizacidn intrénica. Estas secuencias loxP, de reconocimiento por la recombinasa Cre,

permitiran la escision de los exones 2-7 generando el alelo tm1d (Adaptado de Skarnes et al, 2011).

2. Cepas de Escherichia coli

Para la clonacién molecular se utilizaron bacterias de la cepa DH5q, cuya
caracteristica principal es la presencia de mutaciones en los genes, recA y endAl.
La mutacidon del gen recA limita los procesos de recombinacién entre el plasmido y
el genoma de E. coli. El gen endA1 codifica una nucleasa que favorece la integridad

del DNA plasmidico.
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3. Lineas celulares de mamiferos

En este trabajo se han utilizado dos lineas celulares, fibroblastos
embrionarios murinos (MEF) inmortalizados y células embrionarias murinas
ambas cedidas por el Dr. Alfonso Gutiérrez-Adan, del Departamento de
Reproduccion Animal (Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y

Alimentaria; INIA, Madrid).
Las caracteristicas de estas lineas se comentan a continuacién:

* Las células MEF derivan de embriones de ratén de la estirpe 129/Sv
(resistentes a geneticina). Esta linea celular se co-cultivd con células ES,

permitiendo asi mantener su estado indiferenciado.

* Las células ES proceden de la masa celular interna (ICM) de
blastocistos de ratones de la cepa B6D2F1 (ratones hibridos resultado de un cruce
entre animales C57BL/6 y DBA/2). Esta linea celular fue la electroporada con el

vector de transgénesis.
4. Animales de experimentacion

Durante el desarrollo de esta tesis se han obtenido y mantenido cinco

colonias diferenciadas de ratones:

* Ratones transgénicos de la cepa B6D2, que incluyen en su genoma la

cassette transgénica.

* Ratones que expresan la recombinasa Flp (FIpE y FlpO) bajo un
promotor de expresion ubicua CAG. Este promotor contiene las siguientes
secuencias: un enhancer de citomegalovirus, el promotor y primer exon e intrén
del gen de la B-actina, y un aceptor de ayuste (SA) del gen de la -globina. Los
ratones FIpE fueron cedidos por la Dra. Belén Pintado (CSIC) y los FlpO por el Dr.
Carlos Lopez Otin (Universidad de Oviedo). En estos ratones la enzima Flp fue
modificada para conseguir que la temperatura 6ptima de actuacién fuera 372C y no

302C como sucede en la enzima silvestre. A esta temperatura la tasa de expresion
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de la enzima Flp es mayor en los ratones FlpO (Kanki et al, 2006). El fondo

genético de estos ratones es C57BL/6.

* Ratones que expresan la recombinasa Cre bajo un promotor
especifico de cerebro (sinapsina), lo que permitira la generacion de un modelo KO
de GA GIs2 en este tejido. Estos animales fueron adquiridos de Jackson Laboratory.
El constructo transgénico se inyectd en ovocitos fertilizados de la estirpe
B6/CBAF1 y los animales fundadores se cruzaron con animales WT C57BL/6NHsd.
Los animales homocigotos son viables, fértiles, y normales en tamafio, y no
muestran ninguna anormalidad fisica o de comportamiento. La actividad
recombinasa se detecta en células neuronales a partir del dia 12.5 del desarrollo

embrionario (Jackson Laboratory, B6.Cg-Tg(Syn1-cre)671]Jxm/])

* Ratones KO para el receptor LPAi, cedidos por el Dr. Guillermo
Estivill-Torras del instituto IBIMA. Estos ratones surgieron espontaneamente
durante la expansién de la colonia original (Contos et al., 2000), al cruzar entre si
los parentales heterocigotos fundadores (cepa hibrida C57BL/6]Jx129/Sv]). Esta
variable estable se denomin6 maLPA1. En esta memoria utilizaremos KOLPA; para
referirnos a los ratones KO de la colonia maLPA1. Todos los experimentos que se
han realizado con este modelo transgénico se llevaron a cabo con machos de
aproximadamente 3 meses de edad, en los tres genotipos: WT, ratones

heterocigotos (HT) y homocigotos (KOLPA1).

Los animales se mantuvieron en el bioterio de la Universidad de Malaga con
un ciclo de 12 h luz/oscuridad, con comida y agua ad libitum. Todos los
procedimientos se llevaron de acuerdo a las legislaciones de investigacion animal
(RD53/2013 y 2010/63/UE) de Espana y de la Unién Europea, respectivamente.
Todos los experimentos realizados con animales fueron aprobados previamente

por el Comité de Etica de la Universidad de Malaga.
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METODOS
METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE ANIMALES KO GIs2

1. Validacion del vector de transgénesis

Antes de electroporar las células ES con el vector de transgénesis, fue

validado mediante digestion enzimatica y secuenciacion.
1.1 Obtencioén de células competentes

Para la amplificacién de plasmidos se transformaron células de la cepa
DH5aq, para ello se prepararon previamente células competentes a partir de
colonias aisladas de E. coli, que se dejaron crecer en medio LB (véase Anexo I) toda
la noche (O/N), en agitacién (200 rpm) y aireacién a 372C. A la mafiana siguiente,
200 pl de este precultivo (Abs aproximada a 600nm, DOeoo, de 1,2-1,4), se inoculd
en 50 ml de medio LB dejandose crecer en agitacion durante tres horas. Cuando el
cultivo alcanzé una DOgoo de entre 0.4-0.6 (correspondiente con la fase
exponencial de crecimiento) se centrifug6 a 2.500 g (Beckman ]2-HS, rotor J17) a
4°C durante 5 min. A continuacion, se elimin6 el sobrenadante y el precipitado de
bacterias se resuspendid en 15 ml de MgClz 100 mM frio. Tras centrifugar de nuevo
en las mismas condiciones, las bacterias se resuspendieron en 15 ml de CaCl; 100
mM frio y se dejaron en hielo durante 30 min. A continuacion, se centrifugo6 a 2.500
g y las bacterias se resuspendieron en 3 ml de CaCl; 100 mM y glicerol al 15%
(v/v). Las bacterias competentes se dividieron en alicuotas de 250 pl y se

congelaron a -802C hasta su utilizacién.
1.2 Transformacion de bacterias DH5a

La transformacién se efectué mediante choque térmico, para lo cual 100 pl
de bacterias DH5a competentes se incubaron con 20 ng del DNA plasmidico y se
incubaron en hielo durante 25 min. Tras este periodo se indujo el choque térmico
incubando la mezcla a 422C durante 2 min. Tras incubar en hielo durante 3 min, se
afiadié 1 ml de medio LB atemperado y se incub6 en agitacion durante 45 min a
379C. Posteriormente, se sembraron en placas de LB-ampicilina (véase Anexo I).
Las placas se incubaron durante 12h a 379C. A la mafana siguiente se aislaron

colonias de las placas de LB y se inocularon individualmente en 50 ml de LB con

43



Materiales y Métodos

ampicilina a una concentracion final de 50 pg/ml. Finalmente, se incub6 O/N a

379C con agitacién (200 rpm).
1.3  Aislamiento de DNA plasmidico

A la mafiana siguiente, se recogié el cultivo y se centrifugé a 5.000 g durante
10 min. El aislamiento y purificacion del DNA se realiz6 siguiendo los pasos
indicados en el protocolo de la casa comercial Promega para la realizaciéon de
purificaciones a escala mediana de plasmidos (PureYield™ Plasmid MidiPrep

System).

Posteriormente, se estimaron la pureza y concentracién de las muestras
mediante la medida de absorbancias a 260 y 280 nm, empleando un
espectrofotometro  UV-visible = (Thermo  Scientificc  NanoDrop  2000c

Spectrophotometer).
1.4  Analisis de restriccion del vector de transgénesis

Para asegurar el correcto estado del vector de transgénesis se realizaron
analisis de restriccion utilizando las enzimas EcoRV y Sacl (Fermentas). Todas las
digestiones se llevaron a cabo a 372C durante 2 h, en un volumen final de 20 pl, con
los tampones indicados por la casa comercial para el 100% de actividad y

partiendo de 500 ng de DNA plasmidico.

Las muestras digeridas se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1% (p/v), con GelRed (Viagen Biotech) en tampén TAE (Anexo I). Para el
revelado de los geles se utiliz6 el sistema de fotodocumentacién Gel Doc XR (Bio-

Rad).
1.5 Secuenciacion del vector de transgénesis

Aunque el vector de transgénesis habia sido previamente secuenciado por
el consorcio IMPC, donde fue adquirido, quisimos de nuevo secuenciarlo
parcialmente para asegurar que no se habia producido ninguna mutacién. La
empresa que llevo a cabo la secuenciacion fue StabVida (Portugal). Los cebadores

se obtuvieron a través del servicio de Biologia Molecular de los Servicios Centrales
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de Apoyo a la Investigacion (SCAI, Universidad de Malaga). En la Tabla 1 se indica

su secuencia. Los resultados obtenidos se adjuntan en el Anexo II.

Tabla 1. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para secuenciar el vector de

Cebador Secuencia 5’-3’

In2FW | CCAAGTCCAGAGGAGAACACCTTTCGT

transgénesis

In5Fw GTGATGCTGGGCCTTGTAGT

LacZFw | GCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGC

2. Co-cultivo de células ES y MEF
2.1  Cultivo de fibroblastos embrionarios murinos inactivados

Para mantener el estado indiferenciado de las células ES murinas ademas de
factores como el LIF (factor inhibidor de la leucemia) en el medio de cultivo, es

necesario el co-cultivo con MEF resistentes a geneticina.

Con el fin de conseguir el arresto mitético de estas células, los MEF fueron
inactivados con mitomicina C (Sigma) a una concentracion final de 10 pg/ml. Para
ello, cuando el cultivo llegd a confluencia se retir6 el medio de la placa petri de 150
mm (P150) y se reemplazé por medio EF fresco (Anexo I) con mitomicina C,
incubandose a 372C durante 2-3 h. Tras esta incubacion, la placa se lav6 dos veces
con tampon PBS (Anexo I). Posteriormente, se afiadieron 5 ml de tripsina
(HyClone, GE HealthCare), durante 2 min a 372C, con el fin de conseguir la
separacion de las células de la placa. La accion de la tripsina se inactivé mediante la
adicion de medio EF (25 ml) fresco. Las células se resuspendieron y distribuyeron
en placas petri de 35 mm (P35). Estas placas deben estar previamente
gelatinizadas; para ello, se cubren con gelatina al 0.1% (G-1890, Sigma) durante 1
h, tras lo cual se retira el exceso y, sin dejar secar, se cultivan los fibroblastos
inactivados. A continuacion, las placas se incuban a 372C y 5% COz2. Se mantuvieron
durante un periodo de tiempo no superior a 15 dias, cambidndose el medio cada

dos dias.
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2.2 Cultivo de células ES murinas

Dado que las células ES presentan una tasa de division elevada, es
importante realizar subcultivos periddicamente evitando que alcancen la
confluencia, ya que el contacto entre ellas podria llevar a su diferenciacién y con

ello a la pérdida de su pluripotencia.

Se partio de un stock congelado a -802C, por lo que se descongel6 a 372C y
se diluy6 en 9 ml de medio de cultivo EF. A continuacion, se centrifugé a 1.500 rpm
(Hettich Rotofix 32A, rotor 1619) durante 5 min. Mas tarde, el precipitado de
células se resuspendié en 2 ml de medio de cultivo de ES (Anexo I), hasta conseguir
una suspension unicelular, y se depositaron sobre los MEF inactivados en una
placa P35. Las células se incuban a 37°2C en una atmdsfera al 5% de CO:

cambiindose el medio diariamente.

No es conveniente mantener los cultivos de células ES durante un periodo
de tiempo prolongado, por lo que los experimentos se programaron para realizar

el minimo nimero de pases.

3. Electroporacion de células ES murinas con el vector de

transgénesis
3.1 Digestion enzimatica del DNA plasmidico

Antes de la electroporacion de las células ES es necesario hacer lineal el
vector de transgénesis, mediante digestién enzimatica, seleccionando una
endonucleasa de restriccion que genere un corte Unico fuera de la zona de
homologia del vector. Se utilizaron la enzima AsiSI (SfaAl, ThermoFisher) y
aproximadamente unos 20 pg de DNA plasmidico. Como en casos anteriores, la
reaccion se llevé a cabo en el tampén recomendado por la casa comercial, el
tampon Tango, a 37°2C. La digestion fue analizada por electroforesis en geles de

agarosaal 0.6 % (p/v).

A continuacién, se llevd a cabo una extraccidon con fenol-cloroformo (fenol
pH8, P4557, Sigma) y se precipité el DNA con etanol. Para ello, se anadié un

volumen de fenol-cloroformo y se agité en vortex hasta obtener una sola fase. Se
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centrifug6 a 14.000 rpm (Hettich Universal 320R, rotor 1420) durante 5 min y se
recogioé la fase superior. Se afadié un volumen de cloroformo, se mezcld y se
centrifug6 a 14.000 rpm durante 1 min. Posteriormente, el DNA se precipité con
dos volumenes de etanol 100% y acetato potasico (pH 5.2) a una concentracién
final de 0.3 M, se agit6 por inversion y se dejé a -202C al menos 1h. Después se
centrifugd a 42C durante 40 min a 14.000 rpm y se lavé dos veces con etanol al
70% (14.000 rpm durante 10 min). El precipitado se resuspendi6 en el medio de

electroporacion (Gene Pulser Electroporation Buffer, Bio-rad)

3.2 Electroporacion de las células ES murinas con el vector de

transgénesis

Para llevar a cabo la electroporacion se partié de células ES en fase de
crecimiento exponencial tardia, a las que se les habia refrescado el medio unas 3 h
antes. Las células se centrifugaron a 300 g (IEC HN-S Centrifuge, rotor 815)
durante 6 min, se lavaron con PBS y se centrifugaron de nuevo en las mismas
condiciones. Tras eliminar el sobrenadante se resupendieron en 750 pl del medio

especifico para la electroporacién y se anadio6 el vector de transgénesis lineal.

La mezcla se afiadi6 a la cubeta (MicroPulser Electroporation Cuvettes, Bio-
Rad) evitando la formacioén de burbujas. Para la electroporacion (Gene Pulser Xcell
Electroporation System, Bio-Rad) se emplearon las siguientes condiciones: un
pulso de 300 V durante 500 ps a temperatura ambiente (RT). Posteriormente, la
mezcla se dejé 5 min a RT antes de pasar las células a 5 placas P35 (en las que
previamente se habian dispuesto fibroblastos inactivados). Las placas, se

incubaron a 372 Cy 5% de COo.

Como control negativo se utilizaron células ES a las que no se les adicion¢ el
vector de transgénesis, pero que se trataron bajo las mismas condiciones indicadas

anteriormente.
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4. Seleccion y genotipado de las células ES murinas transgénicas
4.1 Seleccion con geneticina (G418)

Tras 24 h desde la electroporacion (tiempo suficiente para que la
incorporacién y transcripcion del vector se haya llevado a cabo), se cambié el
medio de cultivo a las células ES por medio fresco con G418 (A1720, Sigma) a 150
pug/ml. La adicidon de este antibidtico permite eliminar las células que no hayan
incorporado la cassette transgénica. El proceso de seleccidn se prolong6 durante 8
dias, momento en el que no se observaron células ES en las placas control. Las
células que sobrevivieron al proceso de seleccién se sometieron a un posterior
analisis por PCR. Para ello, dichas células se picaron con una punta de pipeta P20 y
se transfirieron a placas de 96 pocillos (P96). Se adicionaron 50 pl de tripsina, la
cual se dejé actuar 2 min aproximadamente y se inactivé con 50 ul de medio ES
fresco, tras lo cual se resuspendieron hasta conseguir una suspension unicelular.
Los 100 pl de la mezcla anterior se transfirieron a nuevas placas P96 con MEF

inactivados. Finalmente se afiadié medio hasta 200 pl y se incub6 a 372 Cy 5% COx.

Tras 3-4 dias (cambiando el medio diariamente) las células ES estan
aproximadamente al 80 % de confluencia y se pueden congelar y analizar su DNA.
Para ello, se lavaron con 200 pl de PBS, se afiadieron 30 pl de tripsina y
posteriormente se adicionaron 70 ul de medio ES. De cada pocillo se tomaron 50 pl
y se depositaron en una placa mutipocillo P24 tratadas con MEF inactivados (se
completd hasta 1 ml de medio ES) para su posterior analisis por PCR. Los 50 pl
restantes se congelaron a -802C en medio de congelacion (medio ES con FBS al

50% y DMSO al 10%).
4.2 Genotipado de las células ES murinas transgénicas
4.2.1 Extraccion del DNA de las células ES murinas transgénicas

Cuando las ceélulas crecieron lo suficiente se recolectaron de forma
equivalente a la descrita en los apartados anteriores. Se descartoé el sobrenadante y
se lavo el precipitado dos veces con PBS. Posteriormente, las células se
resuspendieron en 100 pl de tampdn de digestiéon (50 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% SDS) y proteinasa K (Roche), a una concentracién final de
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100 pg/ml, tras lo cual se incubaron a 552C durante 1 h. A continuacidn, se realizé
una extraccion con fenol-cloroformo, seguida de una precipitaciéon con etanol y
acetato potasico, tal como se ha descrito en apartados anteriores. Finalmente, el

precipitado se resuspendi6 en 50 pl de tampo6n TE (Anexo I).
4.2.2 Genotipado por PCR de las células ES murinas transgénicas

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando la enzima GoTaq Flexi
DNA Polymerase (Promega) con el buffer 5x Colorless GoTaq Flexi Buffer y 25mM
MgCl;. La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de mezcla de 25 pl,
conteniendo: 2 mM MgClz, mezcla de los cuatro desoxinucleétidos trifosfato (stock
dNTPs a 100 mM, Roche) 0.1 mM, cebadores a 0.4 uM y 0.7 U de la enzima Taq

polimerasa.

En la Tabla 2 se indican las secuencias de los cebadores utilizados para la
PCR. El cebador Int1-Fw aparea con una secuencia especifica del intréon 1 de Gis2,
mientras que LaR3Rv aparea especificamente con la cassette transgénica, por lo
que el amplicon de 270 pb so6lo se amplificara en las células que hayan incorporado
la cassette. De forma analoga, los cebadores que amplifican el gen neo” reconocen la
secuencia especifica de este gen, generando un amplicon de 492 pb. Ambos
fragmentos se purificaron de geles de agarosa mediante el kit [lustra GFX PCR DNA

and Gel Band Purification (GE Helthcare) y se secuenciaron (Anexo II).

Tabla 2. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para el genotipado por PCR de las células

ES murinas transgénicas.

Cebadores ‘ Secuencia 5’-3’

Intl-Fw TCCACCTGAGTGAGGTAGACATCC
LaR3-Rv CAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC

Neo-FW GGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGC
Neo-Rv AAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCG

Como control negativo de la reaccion se utilizo DNA de ratén WT, agua
como control de contaminacion y el propio vector de transgénesis como control

positivo.
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La reaccion se llevé a cabo en un termociclador de Bio-Rad (MyCycler,

thermal cycler) bajo las siguientes condiciones:

- Para la amplificacion con la pareja de cebadores Int1-Fw y LaR3-Rv: 94 ¢C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos con el siguiente programa: 942C 50 s, 632C 30 s

y 722C durante 1 min. Se adiciond un ciclo final de extensiéon de 10 min a 72 °C.

- Para la amplificacion con la pareja de cebadores Neo-Fw y Neo-Rv: 94 2C
durante 3 min, seguido de 35 ciclos con el siguiente programa: 942C 15 s, 652C 20 s

y 72°C durante 1 min. Se adicion6 un ciclo final de extension de 5 min a 72 °C.

Siguiendo las recomendaciones del consorcio IMPC, y antes de realizar la
long range PCR (LRPCR) y el Southern blot, que permiten confirmar que la
recombinacién entre el vector de transgénesis y el genoma de las ES murinas fue
homologa, se llevd a cabo una PCR para confirmar la presencia del sitio loxP
situado en la regién 3’, y con ello demostrar la completa integraciéon del vector.
Para ello, se utilizaron los cebadores indicados en la Tabla 3 y el siguiente
programa de amplificacién: 94 2C durante 3 min, 35 ciclos de: 942C 15 s, 63°C 20 s

y 72°C durante 1 min. Se adicioné un ciclo final de extension de 5 min a 72 2C.

Tabla 3. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para el genotipado por PCR de la regién 3’

loxP de las células ES murinas transgénicas.

Cebadores loxP Secuencia 5’-3’

Ex7-FW CTGGTGCCATTGTGGTCAGC
In7-RV GCCTGATGGTGTTGTCCTC

El cebador Ex7-Fw aparea con una secuencia del exén 7 y el In7-Rv lo hace
en el intrén 7, entre los cuales se sitia la secuencia loxP, amplificAndose un
fragmento de 318 pb. La banda se purificd del gel de agarosa con el kit [lustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Helthcare) y se envié a secuenciar para

asegurar la presencia del sitio loxP (véase Anexo II).
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4.2.3 Genotipado por Long Range PCR (LRPCR) de las células ES

murinas transgénicas

Se realiz6 un genotipado mediante analisis por LRPCR para asegurar que la
recombinacion entre el vector de transgénesis y el genoma de la célula ES fue
homologa. Para la realizacion de la LRPCR se utilizé el kit Expand Long Template
PCR System (Roche). Este contiene una mezcla enzimatica de Tag DNA polimerasa
y Tgo DNA polimerasa, una polimerasa termoestable con actividad correctora. Esta
mezcla de polimerasas permiten amplificar hasta 20 kb de DNA gendmico con alto

rendimiento.

La reaccidn se llevé a cabo en un volumen final de 25 pl, dejando el tampén
a una concentracion final de 1x (stock a 10x con 17.5 mM de MgCl;), empleando:
mezcla de desoxinucleétidos trifosfato 0.35 mM, cebadores 0.3 pM y 2 U de Tagq
DNA polimerasa.

El ciclo utilizado para la LRPCR es ligeramente distinto al de una PCR de
secuencias de menor tamafo. La temperatura de hibridacion se suele fijar entre los
55 y 602C, independientemente de la T de los cebadores y la temperatura de
extension se fija en 682C, por debajo de los 72°9C normalmente utilizados en una

PCR convencional.

El programa de amplificacién utilizado fue: 932 durante 3 min, 10 ciclos de:
942C 10 s, 63°C 30 sy 682C durante 5 min, seguido de 25 ciclos de: 942C 10 s, 60°C
30 s y 682C durante 5 min (20 s extra por ciclo). Se adicioné un ciclo final de

extension de 5 min a 68 °C.
Tabla 4. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para la LRPCR de las colonias ES murinas

Cebadores Secuencia 5’-3’

LRPCR-Fw | AGTGCTGTGAGGGCTGAGGTCAGGTGAGTGAAAG
LRPCR-Rv | TGTGGAGGGTGGTGTGGGAAAGGGTTCGAAGTTC

transgénicas.
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4.2.4 Genotipado de las células ES murinas transgénicas mediante

transferencia Southern

Se realiz6 un analisis por transferencia Southern de las células ES
transgénicas para confirmar que el proceso de recombinacion fue homdlogo. Para
ello se llevo a cabo una extraccion de DNA con fenol/cloroformo, tal y como se ha
descrito en apartados anteriores. Una vez confirmada la integridad de dicho DNA
por electroforesis en geles de agarosa al 0.6% (p/v), se procedio a la digestion
enzimatica del DNA con la enzima BstEIl (Thermo Fisher Scientific). Esta enzima
realiza un corte en la regiéon 5’ flanqueante del gen GIsZ, anterior a la zona de
homologia especifica del vector, y otro corte en la cassette transgénica,
concretamente en el exén 2 (véase Anexo Il para un mayor detalle de la estrategia

seguida).

Para la digestion se utilizaron aproximadamente 15 pg de DNA que se
llevaron a un volumen final de 200 pl en agua. Se afiadié el volumen apropiado de
tampoén de la enzima de restriccidon (concentracion final 1x) y la mezcla se agit6
varios minutos a 49C, dejando incubar 1 h. Posteriormente se afiadieron 20 U de
enzima y se dejé a 42C varios minutos. Seguidamente, la muestra se incub6 a 372C
durante media hora, tras lo cual se afnadieron 20 U de enzima adicionales. La
mezcla de digestion se dejé durante 16 horas a 372C. A la mafiana siguiente se
comprobd en un gel de agarosa que la digestion enzimatica del DNA gendémico se
hubiera completado en su totalidad, tras lo cual, se procedi6 a precipitar la
muestra con acetato sédico 0,3 M (pH 5.2) y dos volumenes de etanol absoluto.
Después de lavar con etanol 70%, la muestra se sec6 al aire durante 10 min y se

resuspendi6 en 30 pl de agua, dejandose a 42C O/N.

La electroforesis de DNA se realiz6 en geles de agarosa al 0,7% (p/v) en una
cama de 20 cm de longitud en tampoén TBE 0.5x (Anexo I), con 7.5 pl de GelRed.
Como patron de masa molecular se utilizo el digerido de DNA del fago lambda con
la enzima HindlIll. La electroforesis se llev6 a cabo a 15 V durante la primera media
hora, seguido de 30 V durante 2 dias a 4°C, hasta que se obtuvo la separacién

necesaria entre las bandas para resolver los fragmentos.
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4.2.4.a Tratamiento del gel de agarosa y transferencia a membranas de

nylon

Antes de llevar a cabo la transferencia, el gel de agarosa se sumergio
durante 10 min en una solucién de 0.25 M HCl. A continuacion, se sumergio en
solucién desnaturalizante (1.5 M NaCl y 0.5 M NaOH) durante 40 min, con un
cambio de medio, y, finalmente, se neutralizé en 1.5 M NaCl y 0.5 M Tris base (pH

8) durante 40 minutos, cambiando el medio a los 20 min.

La transferencia se llevo a cabo por capilaridad durante 16 h empleando
membranas de nylon (Hybond*, GE Healthcare), siguiendo el protocolo descrito
por Davies et al. (1986) y Ausubel et al. (1989). Como tampén se empled SSC 20x
(3 M NaCl y 0.3 M citrato sédico, pH 7). Posteriormente las membranas se lavaron
con tampon SSC 2x, se secaron y el DNA se fijé por la accién de luz UV (UVC 500

Crosslinker, Amersham Bioscience).
4.2.4.b Obtencion de la sonda de hibridacion

La sonda de DNA utilizada en los experimentos de Southern blot se obtuvo
mediante amplificacion por PCR, para lo que se utilizaron los cebadores (Tabla 5) y
ciclos indicados a continuacién. La sonda permite diferenciar entre el alelo WT y el
alelo tm1a, de manera que en las células ES WT hibridara con un fragmento de 9 kb

y en las células ES que hayan incorporado la cassette transgénica de 16 kb.

Tabla 5. Nombre y secuencia de los cebadores empleados y utilizados para la sintesis de la sonda

de hibridacién empleada en el genotipado mediante transferencia Southern.

Cebadores Secuencia 5’-3’

BstE-Fw CTCAGCCACTCTGGAGACTTCGGC
BstE-Rv GCTATGAGATAGTCATGGGAGCTGTC

El programa utilizado para la pareja de cebadores BstEIl fue: 942C 3 min,
seguido de 30 ciclos de 94°C 15 s, 652C 20 s y 1 min a 72°C y un ultimo ciclo de
722C 5 min. El tamafio del fragmento amplificado fue de 702 pb.

La DNA polimerasa empleada para generar por PCR la sonda de hibridacién

fue la enzima Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech), que introduce una adenina

53



Materiales y Métodos

en el extremo 3’ amplificado, lo que facilita la posterior subclonacién en el
plasmido pGEMT (pGEM-T Easy Vector, Promega), para lo que se sigui6 el
protocolo recomendado por el fabricante. Esto permitié obtener y purificar nueva
sonda sin necesidad de preparaciones de DNA gendmico, evitando posibles

amplificaciones espurias.
4.2.4.c Marcaje radiactivo de la sonda de hibridacién

Para el marcaje de la sonda de hibridacién se empled el sistema HighPrime
(Roche), basado en la sintesis de una cadena complementaria de DNA utilizando
cebadores hexanucleétidos, en presencia del fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I. Aproximadamente 30 ng de sonda de DNA (a una concentracién de 5
ng/ul) se llevaron hasta un volumen de 14 pl. La muestra se desnaturaliz6 a 952C
durante 10 min y se puso en hielo. Se afiadieron 4 pl del High Prime kit, y 5 ul de
[a-32P]-dCTP (3000Ci/mmol, 10 mCi/ml, 500 uCi, Perkin Elmer) y se incubd
durante 1 h a 372C. La reacciéon se par6 con 2 pl de 0.2 M EDTA, afiadiendo
seguidamente TE hasta completar 100 pl. Para eliminar el exceso de
desoxinucledtido trifosfato radiactivo no incorporado en el DNA, la muestra se
paso por una columna de filtracion en gel Sephadex G-50 preparada en jeringuillas
de insulina de 1 ml, equilibrada previamente con tampén TE, la cual se centrifugd
posteriormente a 1.500 rpm (Centromix P-Selecta) durante 3 min. Todas las
manipulaciones que involucraron manejo de compuestos radiactivos, con fuerte
poder de emision de particulas [, se realizaron en las instalaciones de

radioisétopos del SCAI
4.2.4.d Hibridacion, lavado y exposicion de la membrana

Las membranas de nylon se incubaron en rotacién a 652C durante un
minimo de una hora en solucién de prehibridacién: 5x SSC, 1% SDS, 5x Denhardt’s
(vease Anexo I) y 100 pg/ml de DNA de esperma de salmén desnaturalizado
(D1626, Sigma). El volumen empleado dependi6 del tamafio de la membrana,
teniendo en cuenta que ésta debe ser cubierta por completo. Trascurrido este
tiempo, se cambi6 la solucién por la de hibridacién (5x SSC, 1% SDS y 100 pg/ml

de DNA de esperma de salmén desnaturalizado) junto con la sonda radiactiva,
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previamente desnaturalizada, a una concentracion final de 1x10® cpm/ml. La

hibridacién se realizé en rotacién a 652C O/N.

Tras la hibridacién las membranas se lavaron a RT con disoluciones de
astringencia creciente; 2x SSC y 0.1% SDS durante 10 minutos, tras los cuales se
cambié el medio repitiéndose el lavado durante otros 10 min adicionales. A
continuacién el medio se cambié por 0.2x SSCy 01% SDS y se lavo de la misma
forma descrita anteriormente, primero a RT y luego a 422C. Por ultimo, se realiz6
un lavado con 0.1x SSC y 0.1% SDS a 65°C. Tras secar las membranas se
envolvieron con un plastico transparente y se dejaron 24 h en un casete de
autorradiografia junto a una IP fotosensible. Este revelado rapido (en un aparato
Fujifilm FLA 7000) nos permitié valorar si la membrana presentaba fondo y la
intensidad del marcaje, previo a su exposicion en peliculas Amersham Hyperfilm™
ECL que se dispusieron junto con dos pantallas intensificadoras en casetes

metalicas y se mantuvieron a -802C durante 3 dias de exposicion.

5. Microinyeccion de células ES murinas transgénicas en

embriones en estadio de 8 células

Estos experimentos se llevaron a cabo en el INIA (Madrid) de acuerdo con
los protocolos implementados de Institucion Interna de Cuidado Animal y Comité

de Uso del INIA (Madrid).
5.1 Superovulacion de ratones Swiss

Para la obtencién de los embriones se superovularon ratones Swiss hembra,
via intraperitoneal con gonadotropina coridnica equina (PMSG o eCG; Intervet,
Boxmeer) a una concentracién de 7.5 Ul, y 48 h mas tarde, con gonadotropina

coridnica humana (hCG, Farma-Lepori) a una concentracion final de 5 UL

Tras la inyeccion de la hCG se produce el pico de hormona luteinizante (LH)
momento en el que se lleva a cabo el cruce con los machos. Los embriones en

estadio de 8 células se extrajeron quirurgicamente a los 2.5 dias post coitum (dpc).
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5.2 Obtencion de embriones de ratones Swiss

Para la obtencién de los embriones, los animales se sacrificaron por
dislocacion cervical. El animal se situ6 en posicion decubito supino, de tal forma
que su region abdominal quedara accesible para su manipulacion. Se realizé un
corte de 1 cm aproximadamente en la zona de la linea alba, y se rasgo6 la piel y la

musculatura para acceder al aparato genital.

Se extrajeron los ovarios, oviductos y cuerno uterino, intentado eliminar la
mayor parte de grasa y tejido conectivo, y se transfirieron a una placa para
proceder a su lavado. Bajo estereomicroscopio se introdujo una jeringuilla con
medio M2 (M7167, Sigma) a través del infundibulo y los embriones liberados se

recogieron y se lavaron con tres pases por placas de medio M2.
5.3 Microinyeccion de las células ES murinas transgénicas
5.3.1 Descongelacion de células ES murinas transgénicas

Las células ES murinas transgénicas, identificadas mediante genotipado por
PCR, se descongelaron a 37 2C y se dispusieron en placas de 24 pocillos sobre MEF
inactivados. Cuando alcanzaron la densidad celular apropiada se expandieron a
placas P35, segin el protocolo convencional. Se dejaron crecer hasta que
alcanzaron el 70% de confluencia, momento en el que se procedi6 a su

microinyeccioén en embriones de 8 células.

5.3.2 Microinyeccion de las células ES murinas transgénicas en

embriones en estadio de 8 células

Se cambio el medio a las ES murinas 1.5 horas antes de recogerlas, lo que
permite su activacion y facilita su contribuciéon a la ICM. A continuacion, se
recogieron y el precipitado se resuspendié en 450 ul de medio M2 filtrado y se

incubd en hielo, lo que tersa la membrana celular y facilita la inyeccion.

Cada embrion se inyectd con aproximadamente 10 células ES transgénicas.
La microinyeccién se llevd a cabo con un micromanipulador mecanico (Leica

DMi8). Posteriormente, los embriones se cultivaron en gotas de 40 pl de medio
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optimizado KSOM (Specialty Media, Millipore) suplementado con aminoacidos y
4% de medio ES. Se cubrieron con aceite mineral y se mantuvieron 24 horas a 372C

y 5% COa.

6. Transferencia de los embriones microinyectados con células ES

transgénicas a ratones

Las hembras receptoras deben estar en pseudogestacion, para lo que
previamente a la transferencia se deben cruzar con machos vasectomizados. Tras
anestesiar a los animales, se disponen en posicién decubito supino prono y se
realiza una incisiéon de 1 cm aproximadamente a un centimetro del raquis (a nivel
de la dltima costilla). Localizando la regién en la que se sitia el ovario, se realiza un
corte en la capa muscular, tirando de la grasa que rodea a esta region se extrae el
ovario. La grasa se inmoviliza con unas pinzas dejando accesible de esta forma el

oviducto y la region del cuerno uterino.

Se transfirieron de 20 a 40 embriones por animal en medio M2
suplementando con 2% de FBS. La transferencia se realiz6 bajo
estereomicroscopio a través del infundibulo. Por ultimo, se vuelve a introducir el
ovario en el interior de la cavidad abdominal, se cose la musculatura y se grapa la

piel.

Como resultado se obtuvieron crias quiméricas de pelaje negro y blanco,
como consecuencia de las cepas murinas utilizadas, células ES provenientes de la
estirpe B6D2 (negro) y embriones de hembras Swiss (blanco). Dichas crias se
clasificaron en 6 niveles, segun el grado de quimerismo que presentaban, asignado
de la siguiente manera: aquellos animales que eran completamente blancos se les
dio un nivel 0; el nivel 1 corresponde a un 25% de pelaje negro; nivel 2 hasta un
50%; nivel 3 si tiene 34 partes del pelaje negro; nivel 4 hasta el 99% y por ultimo
un nivel 5, si al momento de nacer se le ven los ojos negros, indicado un 100% de
quimerismo (niveles establecidos por el INIA). Normalmente los niveles 4 y 5
transmiten a la descendencia, ya que las células ES mutantes han contribuido a la

linea germinal.
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7. Genotipado de ratones

Cuando se obtuvieron las crias quiméricas se cruzaron con ratones Swiss
para comprobar si las células ES transgénicas transferidas habian contribuido a la
linea germinal. De este cruce se obtuvieron crias negras, lo que confirmé este

hecho, estableciéndose la colonia heterocigota fundadora.

Se realiz6 un nuevo genotipado mediante PCR para asegurar la presencia de
la cassette transgénica en los ratones. Para ello, cuando las crias tenian entre 7y 10
dias de edad, se procedi6 a la amputaciéon de una de las falanges. Para dicho
proceso, se sac6 a la camada entera del nido y se dispuso en otra jaula con un
nuevo nido. A cada una de las crias se les aplicé anestesia local (Emla, Astra
Zeneca), que se dejo actuar durante unos minutos antes del corte. Se utilizaron
tijeras de microcirugia esterilizadas con etanol para realizar cada corte. Este
procedimiento permitié marcar a cada uno de los animales tal como se indica en la

Fig. 3. Las muestras se mantuvieron a -202C hasta su posterior procesamiento.

Para la extraccion de DNA se afiadieron 25 pl de tampén de extraccidon
(STES; véase Anexo I) y 2.5 pl de proteinasa K (stock a 20 mg/ml). Se incubaron a
559C O/N, y a la mafana siguiente, se les afiadié 150 pl de agua a cada una de ellas,
se agitaron con vértex y se centrifugaron 2 min a 13.000 rpm (Hettich Universal
320R, rotor 1420). Los cebadores (Tabla 6) y condiciones utilizadas se describen a

continuacion.

lzquierda Derecha

2 1 30: ‘4o
4 Patas delanteras 40
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Figura 3. Representacion del sistema de marcaje utilizado. Este sistema permite,
ademds de la obtencién de muestras para el posterior genotipado, marcar a las crias para su

identificacion.
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Tabla 6. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para genotipar las crias

Cebadores Secuencia 5’-3’

Int1-FW TCCACCTGAGTGAGGTAGACATCC
Int1-RV ACCATCTGGCAGGTTCTGTGATCC
LaR3-RV CAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC

heterocigotas.

Se emplearon dos cebadores antisentido, uno de ellos complementario a la
cassette transgénica y otro al DNA gendmico de ratén, y un cebador sentido
complementario del DNA genémico. Los ratones heterocigotos (Gls2tmla/+)
presentaran dos bandas, una de 270 pb (resultado de la amplificaciéon de Int-Fw y
Lar3-Rv) y otra de 432 pb (Int1-Fw e Int1-Rv) y los ratones WT soélo presentaran la
banda correspondiente al DNA no modificado (432 pb). Esta PCR se analiz6 tanto
con los cebadores por separado como con los tres cebadores simultdneamente,

para asegurar la eficacia de la estrategia de tres cebadores conjuntos.

El programa de PCR utilizado fue: 949C durante 5 min; 30 ciclos de 942C 50

s, 632C 30 sy 1 min de extension a 729C. Finalmente, se afladieron 10 min a 722C.
8. Analisis de viabilidad de los ratones homocigotos GIs2tm1a/tmia

Una vez se obtuvieron y validaron por PCR los ratones heterocigotos
(GIs2tmla/+) se cruzaron entre si para la obtenciéon de homocigotos (Gls2tmla/tmla),
Aunque estos cruces se llevaron a cabo durante varios meses, no se observé ni la
presencia de homocigotos ni la disminucion de la camada, lo que nos llevé a pensar
que los animales homocigotos no deberian ser viables. Para comprobar este hecho
se llevaron a cabo estudios de viabilidad fetal. Tras registrarse el dia de tapdn
vaginal, los embriones se dejaron desarrollar in vivo hasta los dias 10, 12 y 14 dpc,
donde se analizaron el nimero de posibles reabsorciones fetales. De igual forma,

los fetos fueron extraidos y su DNA se analizé por PCR.

Asi mismo, se realizaron estudios en blastocistos de hembras superovuladas
(las hormonas se inyectaron con el mismo patron que se ha descrito
anteriormente). La obtencion de los embriones se realiz6 bajo estereomicroscopio

y se dispusieron en 10 pl de tampé6n: 50 mM KCI, 10 mM Tris (pH 8.3), 2.5 mM
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MgClz, gelatina 0.1 mg/ml, 0.45% NP-40 y 0.45% Tween-20, con proteinasa K a
una concentracion de 0.1 mg/ml (Scavizzi et al, 2015). Se incubaron a 559C
durante 30 min y, posteriormente, se inactivo la accion de la proteinasa K elevando

la temperatura a 952C durante 10 min.

9. Cruce de la colonia GIs2tm1a/+ generada con animales que

expresan la Flp recombinasa

Considerando la posible letalidad de los ratones homocigotos Gls2tmla/tmla
se procedi6 a eliminar la regién comprendida entre los sitios FRT (que incluye la
trampa génica y la cassette Neo) mediante el cruce de los ratones heterocigotos
Gls2tm1a/+ con ratones que expresan la recombinasa Flp, para lo que previamente,

se establecieron dichas colonias de animales.

Los cebadores utilizados para genotipar los ratones que expresan la

recombinasa FIpE y su ciclo de PCR se muestran a continuacion:

Tabla 7. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para genotipar por PCR la colonia de

ratones FIpE.

Cebadores Secuencia 5’-3’ ‘

FIpE-FW CTAATGTTGTGGGAAATTGGAGC
FIpE-RV CTCGAGGATAACTTGTTTATTGC

El programa utilizado para realizar esta PCR consiste en: 942C 5 min,
seguido de 30 ciclos de 942C 50 s; 602C 30 s y 722C 1 min. Se adicion6 un ciclo final
de extension de 10 min a 722C. El tamafio esperado de amplificaciéon del transgén

es de 600 pb.

Los ratones que expresan la recombinasa FlpO se genotiparon con los
cebadores indicados en la Tabla 8. Finalmente, y como consecuencia de la mayor
eficacia que presentaban estos ratones en la escision de la cassette transgénica,

fueron los ratones utilizados para establecer la colonia Gls2tm1c/+,
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Tabla 8. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para genotipar por PCR la colonia de

ratones FlpO.

Cebadores ‘ Secuencia 5’-3’
FlpO-FW GCTATCGAATTCCACCATGGCTCCTAAGAAGAA
FlpO-RV CAATGCGATGAATTCTCAGATCCGCCTGTTGATGTA

Las condiciones del programa de PCR fueron: 942C 5 min, seguido de 35
ciclos de 942C 30 s; 652C 30 s y 722C 1 min. Se adicioné un ciclo final de extensién

de 5 min a 722C. El tamafo esperado de amplificacidn del transgén es de 1239 pb.

10. Cruce de la colonia GIs2tmic/tmic con animales que expresan la

Cre recombinasa

Una vez se obtengan los animales homocigotos Gls2tmlc/tmlc ge cruzaran con
ratones que expresan la recombinasa Cre bajo un promotor especifico de cerebro
(promotor de sinapsina de rata). Actualmente se ha establecido una colonia de
estos animales, adquiridos en Jackson Laboratory. Los cebadores y el ciclo de

amplificacion para su genotipado se muestran a continuacion.

Tabla 9. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para genotipar por PCR la colonia de

ratones que expresan la recombinasa Cre.

Cebadores Secuencia 5’-3’ ‘
Cre-FW GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
Cre-RV GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT

El programa utilizado consiste en: 942C 3 min, seguido de 35 ciclos de 94°C
30 s,51.7 2C 1 min y 722C 1 min y, un ultimo ciclo de 72°2C 2 min. El tamafio del
fragmento amplificado fue de 100 pb.
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ANALISIS FENOTIPICO MOLECULAR DE MODELOS MURINOS TRANSGENICOS

1. Analisis de los transcritos GA mediante qRT-PCR

1.1  Cuantificacion de los transcritos GLS2 en animales WT,
GISZtmla/+ y GISZtm1C/+

El mRNA se aisl6 siguiendo las recomendaciones del fabricante (AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kit, QUIAGEN), a partir de no mas de 30 mg de cerebro e
higado de animales Gls2tm1a/+, WT y Gls2tmlc/+ (6 animales por genotipo).

La cuantificacién del RNA se llevo a cabo con espectofotémetro y la calidad
del RNA se comprobé mediante gel desnaturalizante al 1.5 % (p/v) de
agarosa/formaldehido (véase Anexo I). La integridad del RNA se valor6 tras
observar las bandas correspondientes a los RNA ribosémicos, 28S y 18S, que

aparecen aproximadamente en un ratio 2:1 de intensidad.

Muestras de 1 ug de RNA se retrotranscribieron a cDNA siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante (QuantiTect Reverse Transcription Kit,
Quiagen). A continuacion, se realiz6 la PCR a tiempo real con el kit Perfecta SYBR-
Green Supermix (Quanta Biosciences), incluyendo los controles negativos
correspondientes: control de la retrotranscripcion (valora la contaminacion de
DNA gendmico) y control sin RNA molde (contaminaciéon por reactivos y

aerosoles).

Los cebadores y condiciones del ciclo empleados fueron los descritos
anteriormente por Martin-Rufian et al, 2012. Se realizaron curvas estandar a
partir de concentraciones conocidas de RNA para, posteriormente, representar el
logaritmo de la concentracion (ng) frente al valor C; (cycle threshold). La pendiente
de las muestras (slope) permitié calcular la eficiencia de amplificacion (E)
mediante la siguiente formula: % Eficiencia = (E-1) x 100; donde E se calcula como,

E = 10-1/slope,
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Tabla 10. Secuencia de los cebadores empleados en qRT-PCR (Martin-Rufian et al, 2012).

Cebadores Secuencia 5’-3’ Secuencia 3’-5’ pb
GAB GCACTCGGATCATGACGCCTCAC | TTGGACCATGCGCTGCATCTTG | 190
LGA GCCAGATGGTTCAAAGAGGAGG | GTGGTGAACTTGTGGATAGGG | 230

B-actina CTTTGCAGCTCCTTCGTTGCC GCGAAGCCGGCTTTGCACAT 111

Las condiciones del programa utilizado fueron: 95°C durante 4 min, 40
ciclos de 95°C 15 s, 61°C 45 s y 722C 30 s. Las medidas de fluorescencia se

realizaron a 729C. El software para analizar los resultados fue CFX de Bio-Rad.

La expresién relativa de cada una de las isoformas se calculé en base al
método 2-8ACt (Livak & Schmittgen, 2001), normalizando los resultados frente a 3-

actina.

Los amplicones fueron analizados en geles de agarosa, para confirmar
igualmente la presencia de un unico producto de amplificacién y la ausencia de

dimeros y/o contaminaciéon por DNA gendmico.
1.2 Cuantificacion del transcrito KGA en animales KOLPA:

Los animales fueron sacrificados por decapitacién y una vez extraido el
cerebro, éste se congelé rapidamente a -802C hasta la obtencién de las diferentes
regiones de interés. Se realizaron cortes de 2 mm de grosor con una matriz Zivic de
cerebro (Zivic Instruments). Siguiendo las indicaciones del Mouse Brain in
Stereotaxic Coordinates (Paxinos and Franklin 2001) y Blanco et al2, 2012, se
aislaron las regiones de interés, correspondientes a estriado, hipocampo, corteza

prefrontal (PFC), parietal motora (PM) y cerebelo.

La extraccion de RNA y la retrotranscripcidn se llevaron a cabo como se
describe en el apartado anterior. Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla
11. Las condiciones del programa utilizado fueron las mismas que para los

transcritos GLS2.
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Tabla 11. Secuencia de los cebadores empleados en qRT-PCR (Martin-Rufian et al, 2012)

Secuencia 5’-3’ Secuencia 3’-5’

KGA CAGAACAGCCCTGCATGTTGCTG | CCACCTGTCCTTGGGGAAGGGGT 179|

Para la cuantificacion absoluta del transcrito KGA, se realizaron curvas
estdndar empleando cantidades conocidas de cada uno de los amplicones
especificos. Dichos amplicones fueron obtenidos previa amplificacién por PCR,
separados y purificados de geles de agarosa al 2%. Las concentraciones se
estimaron por espectofotometria. A continuacién, se hicieron diluciones de cada
estdndar (1/10) y para cada una de ella se determiné el C:. La curva se obtuvo
representando el C; de cada dilucion frente al logaritmo de la cantidad inicial. Los
resultados se obtuvieron interpolando en la curva, y se expresaron como niimero
de moléculas de mRNA * SEM por ng de RNA total. Finalmente, el nimero de
copias se calcul6 teniendo en cuenta el nimero de Avogadro y la correspondiente

masa molecular del mRNA (Sambrook et al, 1989)

2. Analisis de expresion proteica por inmunotransferencia

Western

2.1  Extracciony cuantificacion de proteinas

La extraccion de proteinas para el analisis de isoenzimas GA en animales
WT, Gls2tmla/+ y Gls2tmic/+ (n=6 por genotipo), se llevo a cabo en frio mediante
homogenizacion del tejido en un tampodn de extraccion (a razon de tres volumenes
de tampon por peso de tejido), compuesto por: Tritéon X-100 1% (p/v), 2ZmM EDTA,
50 mM Tris (pH 8) e inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail, Roche). A continuacion, se incub6 a 42C durante 1 h en agitacién y se
centrifugd a 14.000 rpm (Hettich Universal 320R, rotor 1420) durante 15 min a
4°C.

La cuantificaciéon de proteinas en el sobrenadante se estimé mediante el
método de Bradford (1976). Para lo cual se llev6 a cabo una interpolacién sobre
una recta patrén realizada con concentraciones conocidas de albumina de suero
bovino (BSA, Fraction V, Sigma). Las absorbancias se midieron a 595 nm

(Microplate Reader 680, Bio-Rad).
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En animales KOLPA; se analizaron marcadores proteicos de espinas
dendriticas: PSD-95 y sinaptofisina (n=5 por genotipo), KGA (n=9 por genotipo) y
MMP-9 pro-activa y activa (n= 8 WT; n= 11 KOLPA;1). Los animales fueron
sacrificados por decapitacidn y se les extrajo el cerebro y antes de su congelacion a

-809C, se diseccionaron las dos areas de estudio: corteza e hipocampo.

La extraccion de proteinas para el analisis de marcadores proteicos de
espinas dendriticas (PSD-95 y sinaptofisina) y KGA, se llevdo a cabo mediante
homogenizacién con tampén RIPA (150 mM cloruro sédico, 1% NP-40, 0.25%
sodio deoxicolato, 0.1% SDS, 1 mM EGTA y 50 mM Tris pH 7.4 e inhibidores de
proteasas), que resulta 6ptimo para la extraccion de proteinas de membrana. La
homogenizacién del tejido en el tampén de extraccion se realizé en hielo, la
incubacion a 4°C se mantuvo 20 minutos y posteriormente se centrifugd 20
minutos a 30.000g. En el caso de MMP-9 las muestras se homogeneizaron en 20
volumenes de tampoén de lisis (50 mM Tris, pH 7,4, 100 mM NacCl, 2 mM MgClz, 1 %
NP-40) conteniendo inhibidores de proteasas al 5 % y fosfatasas al 1 % (p5726,
Sigma, Madrid, Espafia). La muestra se hizo pasar a través de la aguja de una
jeringa hipodérmica (26G) para romper las fracciones tisulares que permanecieron

enteras.

La determinacién de la concentracion de proteina de las muestras en
tampén de homogenizacién conteniendo Nonidet P40 se realiz6 mediante una
modificacion del método de Lowry (Markwell et al, 1978). Para ello se mezclaron
200 pL de una dilucién de la muestra con 600 pL de reactivo C, compuesto por una
mezcla en proporcion 100:1 de reactivo A (2% NazC03, 0.4% NaOH, 0,16% tartrato
sédico y 1% SDS) con sulfato de cobre al 4% (reactivo B). La mezcla se incubd
durante 10 min a RT. A continuacion se adicionaron 60 ul de reactivo de Folin-
Ciocalteau (diluido en agua a razdén 1:1). Tras 45 minutos de incubacion, se
determind la absorbancia a una longitud de onda de 660 nm (Microplate Reader
680, Bio-Rad) de cada muestra y se interpold este valor en una recta patrén

realizada a partir de concentraciones conocidas de albimina de suero bovino.
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2.2 Inmunotransferencia Western

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en presencia de SDS, segin el método descrito por Laemmli
(1970). Para ello se emplearon 45 pg de proteinas procedentes de tejido cerebral
y 30 pg de proteinas hepaticas. Las muestras se calentaron durante 5 min a 952C
en tampon de carga (véase Anexo I) y se analizaron en geles de poliacrilamida al
10%. El marcador utilizado fue el Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS (GE
Healthcare).

Posteriormente, se realizé la transferencia a membranas de nitrocelulosa
empleando el Mini Trans-Blot cell (Bio-Rad) durante 1 h a 100V. Finalizada la
transferencia, la membrana se tifi6 con Red Ponceau para asegurar que las
proteinas se habian transferido correctamente. El exceso de tincién se eliminé con

agua.

El procedimiento para la incubacion de los anticuerpos fue el mismo para
todas las muestras. Las membranas se bloquearon con BSA al 5% en tampo6n TTBS
(Anexo I) durante 1 h a RT. A continuacion, los anticuerpos primarios se incubaron
en agitacion suave a 4°C (O/N). A la mafiana siguiente se lavé la membrana tres
veces durante 10 min con TTBS y se afiadi6 el anticuerpo secundario
correspondiente, el cual se dejé durante 1 h a RT. Después de lavar la membrana,
se reveld con el reactivo quimioluminiscente SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher) y la imagen se registr6 en un equipo
de fotodocumentacion de geles y membranas (ChemiDoc MP System, Bio-Rad). Se
retird el excedente de reactivo quimioluminiscente y se afiadio el anticuerpo anti-
GAPDH o anti-f3-actina como control de carga, y la membrana se dej6 a 42C O/N. A
la mafiana siguiente se procedi6 de forma equivalente a la descrita para la

incubacién del anticuerpo secundario.

La cuantificacién de la densidad de las bandas se realizé utilizando el
programa Image J. El valor de cada muestra se normalizé en referencia a la

inmunoreactividad de la 3-actina o GAPDH seguin corresponda.
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Tabla 12. Anticuerpos y diluciones utilizadas en los experimentos de inmunotransferencia Western

con animales WT, GI2tm1a/+, Gls2tmlc/+ y KOLPA;.

Anticuerpo primario | Dilucion Anticuerpo secundario Dilucion

GAB 1:500 Anti-IgG de ratén 1:40.000
PSD-95 1 pg/ml Anti-IgG de cabra 1:80.000
Syn 1:2.500 Anti-IgG de conejo 1:80.000
KGA 1:1.000 Anti-IgG de conejo 1:80.000
MMP-9 1:1.000 Anti-IgG de conejo 1:80.000
GAPDH 1:500 Anti-IgG de ratén 1:40.000
B-actina 1:10.000 Anti-IgG de ratén 1:40.000

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anticuerpo anti-GAB y anti-KGA, previamente
desarrollados y caracterizados en este laboratorio (Olalla et al. 2002; Campos et al. 2003; Olalla et
al. 2008; Cardona et al. 2012); PSD-95 (12093, Abcam); Syn (14692, Abcam); MMP-9 (19016,
Millipore); GAPDH (9484, Abcam); [-actina (A5441, Sigma). Los anticuerpos secundarios
(conjugados a peroxidasa de rabano, HRP) utilizados fueron: Anti-IgG de ratén (A9044, Sigma);
Anti-IgG de cabra (ab5420, Abcam); Anti-IgG de conejo (A0545, Sigma).

3. Analisis de expresion de isoenzimas GA mediante cuantificacion

de la actividad enzimatica

La actividad GA se llevé a cabo por el método OPA (o-ftalaldehido) descrito
por Heini et al. (1987) y basado en la determinacion del amonio producido por la
enzima GA al actuar sobre su sustrato y posterior reaccion del mismo con el OPA.
La actividad especifica se expresé en unidades internacionales de actividad
enzimdtica (U, cantidad de enzima que cataliza la produccién de 1 umol de

producto por minuto) por gramo de proteina.

El tejido se homogeniz6 empleando tres volimenes de tampén de reaccién:
25 mM Tris-HCI (pH 8), 0.2 mM EDTA, 0.33 M sacarosa, inhibidores de proteasas
(Roche) y detergente no iénico Tritén X-100 1% (p/v). Se centrifugd a 100.000g
(Optima TL Ultracentrifuga) durante 30 min a 4°C.

La reaccion GA se llevé a cabo durante 1 h a 372C tras afiadir 25 uL de

muestra a 35 pL. de tampoén de reaccion. La reaccidon se paréd con 10 pL de acido
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tricloroacético (TCA) al 10% (p/v), se mantuvo en hielo durante 15 min y se
centrifugd a 12.000 g 5 min. Para los blancos de la reaccion, las muestras y el
sustrato se incubaron por separado y, previo a la adicién de TCA, se mezclaron.
Para la medida del amonio se utilizaron 5 pL del sobrenadante que se mezclaron
con 150 pL de reactivo OPA (10 mL de fosfato potasico 0.2 M, pH 7.4; 0.56 mL de
mercaptoetanol 72 mM en etanol; y 0.56 mL de OPA 186 mM). La mezcla de
reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 45 minutos en oscuridad y
se midi6 la absorbancia a 410 nm (Microplate Reader 680, Bio-Rad). Las
concentraciones de amonio de las muestras se extrapolaron en una recta patréon de

NH4CL

Para la cuantificacion de la actividad GA en ratones WT, Gls2tmla/+ y
Gls2tmlc/+ se utilizaron 6 animales por genotipo. Se llevaron a cabo dos tipos de
ensayos de actividad basandose en las distintas propiedades cinéticas de las
isoenzimas KGA y GLS2 (GAB/LGA). Se cuantificé la actividad total GA, utilizando
como tampon de reaccion 150 mM fosfato potasico pH 8, 171 mM L-Gln y 1 mM
NH4CL La actividad asociada a GLS2 se midié con un tampén 50 mM fosfato
potasico pH 8, 100 mM L-GIn, 100 mM acido glutdmico y 1 mM NH4C], tal y como

esta descrito en Campos-Sandoval et al., 2007.

La cuantificacion de actividad GA en animales KOLPA;1 se realizé en las
siguientes regiones cerebrales: corteza PM (WT n= 9; KOLPA; n=5), PFC (WT n=
12; KOLPA1 n= 8), hipocampo (WT n= 16; KOLPA; n= 12), estriado, giro dentado y
cerebelo (en estas regiones el nimero de animales analizados estuvo comprendido

entre 8 y 15 para ambos genotipos).
4, Inmunohistoquimica de isoformas GA en animales KOLPA;

Para el anadlisis inmohistoquimico de los animales KOLPA;, un total de 8
ratones fueron anestesiados con pentobarbital sédico (60 mg/kg) y perfundidos
transcardialmente con 0.1 M PBS (pH 7.4), seguido de solucidn de fijacion fria (4%
paraformaldehido, 75 mM lisina y 10 mM de metaperiodato sddico, en tampdn
fosfato 0.1 M, pH 7.4). El tejido se dej6 O/N a 4°2C en solucién de fijacién y

posteriormente se sumergi6 en sacarosa al 30%. Los cortes de 40 pm se realizaron
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con un micrétomo de congelacion (Leica, modelo CM 1325) y se guardaron en PBS

con azida sodica al 0.02%.

La actividad peroxidasa enddgena se inactivé con una disolucion del 3% de
H202y 10% de metanol en tampén 0.1M PBS (pH 7.4) durante 20 minutos a RT. A
continuacion el tejido se lavo durante 1 hora en tampén PBS y se procedié a la
inactivacién de la biotina y avidina enddgenas, asi como las proteinas de unién a
biotina mediante la incubacion de las secciones con el kit de bloqueo de Vector
Labs (SP-2001) durante 30 minutos. Posteriormente, el tejido se incubé con los
anticuerpos policlonales de conejo anti-KGA y anti-GAB, desarrollados vy
caracterizados en nuestro laboratorio. El anticuerpo anti-KGA se utiliz6 a una
dilucién 1:1000, y el anti-GAB a 1:500. Ambas incubaciones se prolongaron 48 h a
RT. Tras realizar tres lavados de 10 min con PBS se anadi6é el anticuerpo
secundario biotinilado, anti-IgG de conejo (Vector Labs) a 1:500 (en PBS con 0.3%
Tritén X-100 y 0.1% azida s6dica) y se dejo incubado durante 1 h RT. Tras realizar
varios lavados con PBS se incub6 con extravidina acoplada a peroxidasa de rabano
(Sigma-Aldrich) a 1:2000 durante 1 h a RT. El revelado se llevd a cabo
empleando tetrahidrocloruro 3-3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma) al 0.05% (p/v)
y 0.03% (p/v) sulfato amoénico de niquel en H202 al 0.01% (v/v) en PBS. Los cortes
se montaron en portaobjetos gelatinizados, que posteriormente fueron
deshidratados en graduaciéon creciente de etanol, se aclararon con xileno y

cubrieron con medio DPX (VWR International, BDH Prolabo).

Como control negativo de la técnica se utilizaron secciones que no habian

sido incubadas con anticuerpo primario.

Para la adquisicion de las imagenes se utiliz6 un microscopio Nikon Eclipse

80i acoplado a una cAmara Nikon DS-5M de alta resolucion.

5. Caracterizacion de la morfologia de espinas dendriticas en

ratones KOLPA,

La tincion de Golgi-Cox (FD Rapid GolgiStain™ Kkit; FD Neurotechnologies) se
llev6 a cabo para detectar las alteraciones morfologicas de las dendritas y de las

espinas dendriticas. Para ello, ratones macho adultos de cada uno de los genotipos
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estudiados, WT (n=5) y KOLPA; (n=5), fueron anestesiados con pentobarbital
sodico (60 mg/kg) e inmediatamente se les extrajeron los cerebros. El tejido se
lav6 con agua destilada y se sumergio en solucion de fijacion (A+B) durante dos
semanas en oscuridad. Posteriormente, los cerebros se transfirieron a la solucion C
durante 4 dias. El tejido se congel6 en isopentano (enfriado a -702C) y se cort6 en
un microtomo de congelacién (Leica, CM 1325) en secciones de 150 pm. Los cortes
se montaron en la solucion C en portas gelatinizados y se dejaron secar a RT. Para
la tincion de las muestras se siguié el protocolo recomendado por el fabricante,
seguido de un proceso de deshidratacién en etanol en graduacién creciente,

aclarado con xileno y montaje con medio DPX (BDH).

Para la adquisicion de las microfotografias de las dendritas basales
piramidales de la region CA1 (stratum oriens) de hipocampo, se utiliz6 un
microscopio SP5 II (Leica) y un objetivo de inmersién en aceite 63x (laser 405
diodo), con un zoom 2.5x (z-stack 0.3 um). Para la cuantificaciéon y el analisis
morfologico se utilizé el software LAS AF Lite (Leica). Se analizaron tanto la
densidad de las espinas dendriticas (valorado como el nimero de espinas en 10
um de longitud) en dendritas secundarias y terciarias (analizdndose un total de 30
dendritas por genotipo), como su morfologia y longitud (evaluando un total
aproximado de 120 espinas/genotipo), y el ancho de la dendrita. Se siguieron los
siguientes criterios: 1) la calidad de la tincién; 2) el aislamiento de las dendritas
analizadas; 3) espinas claramente distinguibles. El analisis estadistico se llevo a
cabo con el programa Statgraphics usando la prueba t de Student o el test no

paramétrico de Mann-Whitney.

6. Analisis por zimografia en gel para la determinaciéon de la

actividad enzimatica

6.1 Determinacion de la actividad gelatinasa de MMP-2 y MMP-9

La determinacion de la actividad gelatinasa se llevé a cabo sobre las mismas
muestras utilizadas para el estudio de la expresién proteica, por lo que el protocolo
de obtencién y homogenizacidn, asi como la determinacién de la concentracion de

proteina total se encuentran detallados en el apartado anterior.
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La separacion de MMP-2 y de MMP-9 se llevo a cabo mediante geles de
poliacrilamida/bis-acrilamida al 7 %, conteniendo gelatina al 5 % como sustrato

enzimatico especifico de dichas metaloproteinasas.

Las muestras fueron diluidas 3:1 en tampén de carga no reductor (25 mM
Tris, pH 6,8, 10 % glicerol, azul de bromofenol) y se calentaron durante 15 min a
37 °C, cargandose 20 pg de cada una de las muestras. La electroforesis se

desarrollé en condiciones de voltaje constante, a 120 V durante 110 min.

Tras la electroforesis, los geles se incubaron dos veces en tampén de lavado
(50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 6 mM CaCly, 1,5 uM ZnCl», 2,5% Tween-20) durante 30
min a fin de eliminar la union reversible del SDS a las proteinas de las muestras, asi
como permitir la renaturalizacién de las proteinas y recuperar su actividad
enzimatica. Posteriormente, se incubaron los geles en tampoén de activacion (50
mM Tris-HCI, pH 7,4, 6 mM CaClz, 1,5 pM ZnClz2) durante 48 h a 37°C. Tras la
incubacion, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie (Coomassie Brilliant
Blue R-250, Bio-Rad) y, posteriormente, se destifiieron con soluciéon de acido
acético al 10% y metanol al 40%, lo que permiti6é visualizar bandas decoloradas
debido a la ausencia de gelatina, correspondientes a la actividad enzimatica de las

gelatinasas ensayadas.

Los geles revelados de este modo fueron escaneados como negativos. La
intensidad de las bandas correspondientes a la degradaciéon de sustrato se

cuantific6 mediante el programa Image J Sofware.

6.2 Determinacion de la actividad proteolitica del activador tisular

del plasminégeno

El estudio de la actividad proteolitica del activador tisular del plasmindgeno
(tPA) se llevdo a cabo mediante zimografia en geles de poliacrilamida/bis-
acrilamida al 9 %, conteniendo caseina al 0,1 % y plasminogeno al 0,1 % como

sustrato enzimatico especifico.

Las muestras se prepararon de igual manera que en el caso anterior con la

diferencia de que se cargaron 10 pg de proteina total.
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Los geles se lavaron dos veces durante 30 minutos en tampo6n de lavado
(0,1 M Tris-HCl, pH 8, 0,1 M glicina, 0,01 M EDTA y 2,5 % Tween-20) y se
incubaron en tampon de activacion (0,1 M Tris-HCI, pH 8, 0,1 M glicinay 0,01 M
EDTA) durante 48 h a 37°C. Tras la incubacion, los geles fueron tefiidos con azul de
Coomassie y a continuacidn, se destifieron con una solucion de acido acético 10 %
y metanol 20 % lo que permitié visualizar las bandas decoloradas, debido a la
ausencia de caseina y plasmindgeno, correspondientes a la actividad enzimatica
del tPA. El andlisis de los geles se realizé de igual manera que para MMP-2 y MMP-
0.
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PARTE I: GENERACION DE UN MODELO MURINO KO CONDICIONAL
PARA GIs2

Uno de los objetivos de la investigacion realizada es la obtencion de ratones
KO condicionales para el gen GIs2 en cerebro. Para tal efecto se aquirié un vector
de transgénesis del consorcio IMPC (EUCOMM), que se us6 para transfectar células
madre embrionarias (ES) murinas. El hecho de que al menos dos de las isoformas
GA, KGA y GAC, se expresen desde el nacimiento del animal transgénico KO GIs2
podria evitar la mortalidad perinatal. Esta aproximaciéon experimental nos
permitira aclarar la funcién de la expresién conjunta de isoenzimas GA en cerebro,
asi como su funcién en dicho tejido. Un primer intento de obtener estos animales
KO condicionales para GIs2 realizado por nuestro grupo de investigacion resultd
infructuoso, debido a que la modificacién no se incorporé a la linea germinal

(Tosina, 2015).
1. Validacion del vector de transgénesis

Para confirmar la integridad del vector de transgénesis, previo a su
electroporacion en células ES murinas, se llevo a cabo un analisis de restriccion y

se secuencié parcialmente.

Para el andlisis de restriccion se seleccionaron enzimas con varios puntos
de corte dentro del vector, generandose fragmentos de diversos tamafios que
posteriormente se resolvieron en un gel de agarosa. Concretamente, se opto por las
enzimas EcoRV -que reconoce la secuencia GATATC- y Sacl, que lo hace en la
secuencia GAGCTC. Mediante analisis de la secuencia diana, dedujimos que la
digestion con EcoRV produciria 7 fragmentos tedricos, con los siguiente tamafnos
(en kb): 10.5; 4.1; 3.4; 2.8; 2.6; y 1.2, junto con un fragmento menor de 29 pb. En la
siguiente figura se muestra una fotografia del gel de agarosa obtenido tras la

digestion enzimatica.
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4.1
3.4

2.8/2.6

Figura 1. Analisis de restriccion del vector de transgénesis con EcoRV. (1) Marcador
de masa molecular Mass Ruler High Range DNA Ladder. (2 y 3) Ambas calles corresponden a dos

digestiones de diferentes Midipreps del vector de transgénesis con la enzima EcoRV.

No fue posible resolver los fragmentos de 2.8 y 2.6 kb en el gel de agarosa,
apareciendo como una unica banda entre 2.5 y 3 kb, por lo que este analisis no
puede confirmar, de forma inequivoca, la presencia de ambos; por este motivo, y
para asegurar la integridad del vector, se realizé una nueva digestion con la enzima
Sacl, que genera un patréon de corte diferente al anterior; concretamente, 6
fragmentos de los siguientes tamanos: 10.2, 5.6, 4.3, 2.5 y 1.3 kb, y uno menor de

750 pb.
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4.3
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Figura 2. Analisis de restriccion del vector de transgénesis con Sacl. (1) Marcador de
masa molecular Mass Ruler High Range DNA Ladder. (2 y 3) Ambas calles corresponden a dos

digestiones de diferentes Midipreps del vector de transgénesis con la enzima Sacl.
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De los fragmentos esperados no se observa el correspondiente a 2.5 kb;
ademas, el fragmento de restriccion de 10.2 kb aparece muy por encima de la
banda de 10 kb del marcador, lo que sugiere una mayor masa molecular. Mediante
el analisis de la secuencia proporcionada por el consorcio IMPC, se comprob6 que
los fragmentos Sacl de 10.2 kb y 2.5 kb eran contiguos, por lo que la explicacion
mas coherente al patréon de restriccion mostrado en la Fig. 2 es que no se han
generado los fragmentos de 10.2 kb y 2.5 kb probablemente debido a alguna
mutacién en la secuencia que afecte a la diana de restricciéon de la enzima Sacl. De
igual manera, el fragmento de 2.8 kb generado por EcoRV y el de 2.5 kb de Sacl se
corresponden a la misma regién del vector de transgénesis, la zona del gen lacZ,
por lo que esta regién se secuencié con el cebador lacZFw para verificar su

presencia y despejar dudas sobre su integridad.

Los resultados, adjuntos en el Anexo II, permiten confirmar la presencia de
la region lacZ. Aunque la secuenciacion no lleg6 a la diana de restricciéon de EcoRV,
quedando unas 60 pb por delante, se corrobor6 que en la totalidad de los
nucledtidos secuenciados no habia ninguna modificacién con respecto a la
secuencia ofrecida por el consorcio IMPC. De igual manera, el andlisis de la
secuencia amplificada con los cebadores In2Fw (localizado en el intrén 2 de la
secuencia genémica de GIs2) e In5Fw (hibrida con el intrén 5) permitieron analizar

la regién comprendida entre los sitios loxP.

En conclusion, la ausencia de los fragmentos de restriccion Sacl de 10.2 kb y
2.5 kb puede deberse a una digestion parcial o incompleta, como consecuencia de
un posible plegamiento en la zona de reconocimiento de la diana de restriccion,
apareciendo en lugar de una banda de 10 kb una de, aproximadamente, 12 kb,
correspondiente a ambos fragmentos unidos. Por consiguiente, el analisis de
restriccion y secuenciacion del vector de transgénesis confirmé su correcta

estructura y secuencia.
2. Cultivo de las células madre embrionarias murinas

Las células ES, cuyo origen es la masa celular interna del blastocisto (ICM),
se caracterizan por su capacidad de dividirse manteniendo un estado

indiferenciado y por ser capaces de generar cualquiera de las tres capas
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embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo) (Nagy & Vintersten, 2006).
Uno de los puntos criticos en el cultivo de células ES es mantener su estado
pluripotente, ya que normalmente tienden a diferenciarse. Para conseguir este
objetivo, es necesario el co-cultivo con MEF inactivados o STO (una linea de
fibroblastos murinos transformados) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF), una
citoquina del tipo interleukina 6 (IL6) que inhibe la diferenciacion celular (Evans &

Kaufman, 1981).

El LIF ejerce su accioén a través de gp130, una subunidad del receptor de
citoquinas esencial en la transduccion de sefiales. La cascada de activacién implica
a las quinasas Janus (JAKS) que fosforilan a STAT3, que actda como un factor de
transcripcion activando genes que se encargan de potenciar la auto-renovacion de
las células ES (Hirano et al., 2000). Aunque la funcién del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) es menos clara, parece que cuando se aportan sehales
extracelulares, como LIF, también promueve la activaciéon de la via JAK/STAT3

(Lanner & Rossant, 2010).

Figura 3. Cultivo de células madre embrionarias (ES) murinas. Las células ES crecen

formando colonias redondeadas y compactas de pequefias células, sobre una capa de fibroblastos
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embrionarios de ratéon (MEF). En la figura C, se indica con una flecha blanca una de las colonias
diferenciadas, que se puede ver en aumento en la figura D. Se utilizé un microscopio Nikon Diaphot,

con objetivo 4 x (A-C) y 10x (D).

3. Electroporacion de células ES murinas con el vector de

transgénesis

Previo a la electroporacion de las células ES, se debe realizar una digestion
enzimatica que permita hacer lineal al vector de transgénesis, lo que favorecera los
eventos de reemplazamiento frente los de insercién, ademas de proteger el
marcador de selecciéon negativo de la acciéon de nucleasas (Cheah & Behringer,
2001). Para ello se seleccion6 una enzima de restriccién con un unico punto de
corte fuera de la zona de homologia, concretamente se utiliz6 AsiSI. La banda unica
obtenida tras la digestiéon del vector, de aproximadamente 24 kb, coincide con el

tamafio tedrico esperado del vector lineal (Fig. 4).

Figura 4. Anadlisis de restriccion del vector de transgénesis con AsiSI. (1) Marcador
AHindlll, (2) Marcador Mass Ruler High Range DNA Ladder. (3 y 4) Digestiones de diferentes

Midipreps del vector de transgénesis con la enzima AsiSI.

4. Seleccion y genotipado de células ES murinas transgénicas

Los marcadores de seleccion permiten identificar aquellas células que han
incorporado la cassette transgénica mediante la expresion de resistencia a
antibioticos. El vector de transgénesis porta un gen neo’, que codifica para la
enzima aminoglucésido fosfotransferasa, confiriendo resistencia a antibioticos de
la familia de los aminoglucésidos (geneticina, kanamicina, neomicina) que actian
inhibiendo la sintesis proteica (Hall et al, 2009). Ademas, este vector de
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transgénesis porta un marcador de seleccion negativa, el gen DTA (fragmento A de
la toxina diftérica), que permite seleccionar los eventos de recombinacién no
homdlogos, mediante la inhibicion de la sintesis proteica en las células que lo

incorporen (Yagi et al, 1990).

Figura 5. Seleccion de células ES murinas transgénicas con el antibidtico G418. La
seleccion con geneticina se llevo a cabo durante 8 dias, momento en el que ya se observaba muerte
celular. Las células ES murinas resistentes al tratamiento se seleccionaron para su genotipado por

PCR. En la imagen se muestra una colonia ES murina con gran nimero de vacuolas (objetivo 10x).

Para confirmar la presencia de la cassette transgénica en las células ES
murinas resistentes a G418 se llevaron a cabo tres PCR, una en la regién de
homologia 5’, otra especifica del gen neo" y la tercera especifica del brazo corto del
vector (region 3’). Los cebadores Inl-Fw y Lar3-Rv reconocen la secuencia
comprendida entre el intréon 1 y la secuencia En2SA (Fig. 6), lo que permite
asegurar la presencia de la cassette transgénica, ya que el cebador antisentido es
especifico de esta region. Los cebadores Neo-Fw y Neo-Rv amplifican la region
correspondiente al gen de resistencia a geneticina. Puesto que se han descrito
casos en que los vectores de reemplazamiento se integran en el genoma mediante
un unico evento de recombinacidon (Bernelot-Moens et al, 2016), se chequed la
presencia del brazo de homologia 3’ mediante una PCR que amplifica el sitio loxP

de esta region (cebadores Ex7-Fw e In7-Rv).
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Int1-Fw  LaR3-Rv Neo-Fw Neo-Rv Ex7-Fw In7-Rv

ITFRT T loxP T T FRT loxP 2 .7TbeT8 12

—HznzsA lacZ m

Figura 6. Region de reconocimiento de los cebadores utilizados para el genotipado

de las ES murinas transgénicas. En la figura se indican las tres parejas de cebadores utilizadas

para el genotipado de las ES murinas mutantes.

Figura 7. Genotipado mediante PCR de las células ES murinas resistentes a G418 con

los cebadores (A) Intl1Fw-LaR3Rv, (B) NeoFw-NeoRv y (C) Ex7Fw-In7Rv. Las células ES

resistentes a G418 se genotiparon con cebadores especificos de la cassette transgénica. (A) Los
clones 3, 4 y 6 amplificaron el fragmento esperado de 270 pb, correspondiente al brazo de
homologia 5’. (B) Se realiz6 una PCR de las células ES murinas para detectar la regién del gen neo".
Los clones 3, 4 y 6, anteriormente seleccionados, amplificaron el fragmento esperado de 492 pb. (C)
El andlisis de la region 3’ de la cassette transgénica permitié confirmar la presencia del fragmento
correspondiente al loxP (318 pb) en los clones 3, 4 y 6. Las bandas se purificaron del gel y el DNA de
todos los fragmentos amplificados se secuencié (véase Anexo II). (1) Marcador de masa molecular

GeneRuler 50 bp DNA Ladder

4.1 Genotipado por Long-Range PCR (LRPCR o long-PCR) de células

ES murinas transgénicas

El genotipado mediante PCR convencional mostrado en el apartado anterior
sélo permite confirmar la ausencia o presencia de la cassette transgénica, pero no
su localizacion en el genoma, por lo que se llevo a cabo un genotipado adicional,
tanto por LRPCR como por transferencia Southern. Estas técnicas nos permitiran
asegurar que la integracion de la cassette transgénica ocurrié por recombinacion
homologa en la regiéon adecuada del cromosoma 10 del genoma murino. Para ello,
la estrategia seguida en la LRPCR implica que un cebador sea especifico de la

cassette y otro del DNA gendmico, correspondiente a nuestro gen (Fig. 8).
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LRPCR-Fw LRPCR-Rv

I 1 FRT T
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Figura 8. Region de reconocimiento de los cebadores utilizados para el genotipado
de las ES murinas transgénicas por LRPCR. El cebador LRPCR-Fw es complementario de la
regién 5 que queda por delante del intrén 1, y que no se encuentra incluida en el vector de
transgénesis. LRPCR-Rv es complementario de la region En2SA de la cassette transgénica. El
fragmento amplificado, de 5.6 kb, indicara que las células ES murinas han incorporado la cassette
transgénica por recombinacion homologa, en la regién adecuada del cromosoma 10

correspondiente al gen GIs2.

Los resultados obtenidos mediante el genotipado por LRPCR (Fig. 9) nos
permiten confirmar la integraciéon de la cassette transgénica en la region
cromosdémica correspondiente al gen GIs2. Se obtuvieron dos bandas (Fig.9.A), una
del tamafio esperado, 5.6 kb, y otra, inespecifica, de menor tamafio
(aproximadamente 2.5 kb). Aunque en el control negativo utilizado, DNA de células
ES murinas WT, no se observo la banda de 5.6 kb, se asegur6 que ésta contuviera la
cassette transgénica, mediante Nested PCR con los cebadores Intl-Fw y LaR3-Rv
(Fig.6). El resultado de esta PCR (Fig.9.B) confirma la presencia de la cassette

transgénica, al amplificar el fragmento correspondiente de 270 pb.

~

Tl =5

- R

- e
-

270 pb

Figura 9. Genotipado mediante LRPCR de las células ES murinas resistentes a G418
con los cebadores LRPCR-Fw y LRPCR-Rv. (A) El tamafio esperado es de aproximadamente 5.6
kb para las células ES murinas que hayan incorporado la cassette transgénica mediante
recombinacién homoéloga. En la figura se indica la banda que se purific6 del gel para realizar la
nested PCR. El marcador de masa molecular es ADNA-HindIll. (B) Nested PCR del fragmento de 5.6

kb con los cebadores Intl-Fw y LaR3-Rv. La amplificacién del fragmento de 270 pb confirma la
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presencia de la cassette transgénica en las células ES murinas. El marcador de masa molecular es

Gene Ruler 50 bp.

4.2  Genotipado de las células ES murinas transgénicas mediante

transferencia Southern

Se realiz6 una transferencia Southern de todas las células ES murinas
aisladas como positivas tras la selecciéon por antibiético y genotipado por PCR
convencional. Mediante digestion del DNA gendémico aislado de las células ES con
la enzima de restriccion BstEll, y posterior hibridaciéon con la sonda especifica,
cabe esperar dos fragmentos de aproximadamente 16 kb y 9 kb. El primero
correspondiente al alelo que ha incorporado la cassette transgénica en el loci
adecuado, y el de 9 kb correspondiente al alelo WT (véase Anexo II para un mayor
detalle de la estrategia seguida). Por tanto, las células ES que hayan incorporado la
cassette transgénica presentaran dos bandas, una de 16 kb y otra de 9 kb, mientras

que las células ES WT sélo presentaran la banda correspondiente a dicho alelo (9
kb).

16 kb

9 kb

Figura 10. Genotipado de las células ES murinas transgénicas mediante transferencia
Southern. (A) Fotografia del gel de agarosa donde se realizé la separacién del DNA gendmico
digerido con BstEll. Se puede observar el smearing caracteristico que denota que la digestién

enzimatica del DNA tuvo lugar a un nivel aceptable. El marcador utilizado es ADNA/HindIIl. (B)

Autorradiografia de la membrana Southern hibridada con la sonda especifica. A la izquierda de la
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figura, con un guién negro, se indican las masas moleculares del marcador ADNA/HindIIl
correspondientes a 23, 9.4 y 6.5 kb. Las calles 1 y 5 corresponden a dos células ES que han
incorporado la cassette transgénica, ya que presentan la banda correspondiente al alelo WT (9 kb) y

al alelo mutado (16 kb), mientras que 2, 3y 4 corresponden a células ES WT.

5. Microinyeccion de células ES murinas transgénicas en

embriones en estadio de 8 células

Las hembras Swiss superovuladas fueron sacrificadas a 2.5 dpc para la
obtencion de los embriones. Para ello, se aislaron los oviductos y parte del cuerno
uterino y a través del infundibulo se inyect6 la soluciéon amortiguadora M2 para
liberar al medio los embriones (Fig. 11). Posteriormente, se lavaron mediante
diferentes pases por el medio M2 y se procedid a la microinyeccion de las células

ES murinas transgénicas.

Figura 11. Obtencion de embriones y microinyeccion de células ES murinas
transgénicas. (A) Tras el sacrificio se realiz6é una incisién en la zona de la linea alba. Una vez
localizados los ovarios, se eliminé la mayor parte de la grasa y tejido conectivo con ayuda de unas
pinzas y se cortd el oviducto y parte del cuerno uterino. (B) El lavado se realizé a través del
infundibulo para liberar los embriones en estadio de 8 células, localizados cerca de la unién ttero-

tubal. (Cy D) Se inyectaron en torno a 10 células ES mutantes por cada uno de los embriones.

La microinyeccién de células ES puede realizarse en embriones en estadio
de ocho células o en blastocistos. Cuando la ICM ya estad formada, las células ES

transgénicas inyectadas deben competir con las células de la masa interna para
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formar el embrion, mientras que al inyectarse en embriones en estadio de 8
blastomeras las células ES pueden tener una ventaja competitiva respecto el resto

de células indiferenciadas (Huang et al.,, 2008).

Otras premisas, aparte del estadio del desarrollo embrionario, pueden
mejorar la eficiencia del proceso, como por ejemplo la activacion de las células ES.
Sincronizar las células en su fase exponencial de crecimiento, previo a inyectarlas
en el embridn, incrementa el porcentaje de ratones con mas del 75% de
quimerismo, lo que a su vez favorece a contribuir a la linea germinal. Se puede
concluir que la produccion de ratones transgénicos a partir de células ES hibridas
es mas eficiente cuando se activan las células ES y se microinyectan en embriones

de 8 blastémeras (Ramirez et al, 2009).

Los embriones se mantuvieron 24 horas en medio KSOM suplementado con
4% de medio ES y se transfirieron al utero de hembras pseudogestantes. Se ha
descrito que estos dos procesos proporcionan una ventaja a las células ES frente a

los blastémeros existentes en la contribucion de la ICM (Ramirez et al, 2009).

Se adjunta una tabla (Tabla 1) con uno de los experimentos llevados a cabo,
donde se muestra el nimero de células ES inyectadas por embrion y los embriones
transferidos por ratona. Del nimero de nacimientos se determina cuantos de ellos
son quiméricos y el grado de quimerismo que presentan, tal y como se indica en el

apartado de Métodos.

Tabla 1. Tabla que ejemplifica algunos de los experimentos de microinyeccidn.

Embriones Nacimientos Quiméricos Nivel
inyectados

16 8 5 0 -

25 8 1 0 -

38 9 1 0 -

40 9 6 3 4

25 11 0 1 3
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Figura 12. Crias quiméricas. El pelaje negro indica una mayor contribucién de las células
ES transgénicas en el desarrollo del embrién. Mediante cruces y genotipado posterior se

comprobara si las células ES mutantes contribuyeron a la linea germinal.

6. Genotipado de ratones transgénicos

Una vez se obtuvieron los fundadores (F1) de la colonia, heterocigotos para
el transgén (HT; Gls2tm1a/+), se realizaron los cruces consecutivos para obtener las
crias homocigotas que hubieran incorporado la cassette transgénica en ambos
alelos (Gls2tmla/tmla) 3 estrategia de genotipado se bas6 en tres cebadores, dos
especificos del DNA genomico del gen GIsZ2 murino y uno de la construccidn
transgénica. Los animales WT (GIs2+/*) amplificaran el fragmento comprendido
entre los cebadores Int1Fw e Int1Rv, con un tamaiio teoérico de 432 pb. Los ratones
Gls2tmla/tmla  presentaran un amplicon de 270 pb, correspondiente a la
amplificacion de los cebadores IntlFw y LaR3Rv; mientras que los animales

Gls2tml1a/+ presentaran ambos fragmentos.

Int1Fw LaR3Rv Int1Rv

a1 t

1 loxP FAT loxP' 2
En2SA [ -

FRT

Figura 13. Region de reconocimiento de los cebadores utilizados para el genotipado
de los ratones transgénicos. El cebador Int1-Fw se une a la regién del intrén 1, mientras que el
cebador LaR3-Rv lo hace en la secuencia En2SA del vector, e Intl-Rv a la regiéon del intréon 1 que
queda por detrds (3’-cadena abajo) de la cassette transgénica. Cabe destacar que la pareja de
cebadores Int1Fw-In1Rv reconoce un fragmento de mayor tamafio en los animales que han
incorporado la cassette; sin embargo, debido a las condiciones del programa de PCR (1 min de

extension) este fragmento no se amplificé.
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Figura 14. Genotipado mediante PCR de los ratones transgénicos con los cebadores
Int1-Fw, Int1-Rv y LaR3-Rv. Se puede observar la presencia de ratones Gls2tma/+ (2, 3, 4, 6, 7, 9,
10) y GIs2+/+ (5 y 8) en la camada. Los controles utilizados fueron: DNA genémico de animal WT
(11), el vector de transgénesis (12) y agua como control de contaminacién (13). Se indica la banda
WT y la correspondiente a la amplificacion de la cassette transgénica (Mut). (1) Marcador de masa

molecular GeneRuler 50 bp DNA Ladder.

7. Analisis de viabilidad de ratones homocigotos GIs2tm1a/tmla

Se realizaron multiples cruces entre animales GlsZ2™1a/+ sin llegar a
obtenerse la modificaciéon en homocigosis, pese a que la proporciéon de animales
WT y HT se ajustaba a una distribuciéon mendeliana. Puesto que el vector de
transgénesis sigue una estrategia denominada “KO first allele”, al integrarse en el
genoma se generara un alelo nulo como consecuencia de la presencia de una
secuencia aceptora de ayuste (En2Sa), que bloquea el proceso de transcripcion, y
de una sefial de poliadenilacion (pA) del virus SV40, que trunca el transcrito.
Aunque se han descrito casos en los que animales homocigéticos tmla/tmla son
viables y pueden, de hecho, utilizarse como modelos KO de estudio (Li et al,
2014), la persistente ausencia de crias Gls2tmla/tmla trags multiples cruces entre HT
nos obligd a concluir que, en nuestro caso, la modificacion en homocigosis resulta
letal, si bien no podemos determinar si el problema se encuentra en el papel de

esta isoforma durante el desarrollo embrionario.

Para analizar si los homocigotos morian durante el periodo de gestacion, se
sacrificaron 3 ratones a dia 10, 12 y 15 de gestacion y se examind si habia
reabsorciones fetales (fetos evanescentes). La Fig. 15 demuestra que no se observé
pérdida fetal y el genotipado de los fetos restantes determiné que todos eran WT o

HT.
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Figura 15. Imagen de los fetos a diferentes dias de gestacion. No se observan

reabsorciones fetales en ninguna de las hembras sacrificadas.

Los niveles de mRNA y actividad del transcrito KGA (codificado por el gen
Gls) varian durante el desarrollo embrionario, concretamente disminuyen en el
estadio de 2 células y empiezan a incrementar en 4-8 células, hasta alcanzar un
maximo en moérula y blastocisto (Chatot et al, 1997). Aunque no se han realizado
estudios similares con los transcritos e isoformas GLS2, la ausencia de
descendencia con el genotipo Gls2tmla/tmla gapoya la hipotesis que plantea que estas
isoformas ejerzan algin papel vital en el desarrollo embrionario. Dado que la
ausencia de GLS2 podria resultar letal en los primeros dias del desarrollo
embrionario, decidimos realizar un genotipado en una etapa previa a la
implantacién del feto, para detectar la posible presencia del genotipo Gls2tm1a/tmla,
Con este objetivo, se superovularon hembras HT GIs2tmla/+, que fueron
posteriormente cruzadas con machos HT GIs2t™1a/+ para obtener blastocistos (3.5
dpc) (Fig. 16). Se recuperaron 48 embriones y aunque la PCR no amplificé todas las
muestras, tampoco se observaron homocigotos con genotipo Gls2tmla/tmla

(resultados no mostrados).

Figura 16. Blastocistos recuperados de hembras heterocigotas GIs2tmia/+

superovuladas y cruzadas con machos Gls2tmia/+,
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Los resultados anteriores sugieren que no se puede descartar un papel
esencial del gen GIs2 en un estadio mas temprano del desarrollo embrionario, y
también nos obligd a eliminar la trampa génica (secuencias En2Sa y pA) para la
obtencién de la modificacion en homocigosis (Fig. 17). Dicha region a eliminar se
localiza entre dos secuencias de reconocimiento FRT, por lo que se recurre a
cruces con animales que expresen la recombinasa FLP para eliminarla (como
explicamos en secciones anteriores de esta memoria, la recombinasa FLP escinde
los fragmentos de DNA flanqueados por secuencias FRT). Junto a las secuencias
mencionadas, también se eliminara el gen neo’, cuya presencia parece tener un
efecto directo en la expresion de otros genes del mismo locus en el que se inserta el
transgén (Fiering et al, 1995), lo que es importante para el posterior andlisis
genotipico y fenotipico del modelo murino, eliminando asi posibles efectos
secundarios no especificos o no atribuibles directamente al silenciamiento génico

del gen GIs2 murino.

SA lacZ pA Trampa génica

l
() — ;- c

\/ AAAAAAAAAAAAAA MRNA
m Proteina de fusion

Figura 17. Representacion del modo de actuacion de la trampa génica. Una vez se
inserte en el gen correspondiente, la transcripcién quedara interrumpida por la presencia de la
secuencia aceptora de ayuste (SA) y la secuencia de poliadenilacién (pA), generandose una proteina

quimérica, que tendra parte del gen de interés fusionado a la 3-galactosidasa (lacZ).

8. Cruces de la colonia GIs2m1a/+ generada con animales que

expresan la Flp recombinasa

De las dos colonias de animales que expresan Flp y que estan disponibles
actualmente en nuestro grupo de investigacion, se utilizaron ratones FlpO por su

mayor eficacia en la escision de la cassette transgénica (el gen Flp esta regulado
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bajo un promotor constitutivo CAG) (Fig. 18). Una vez se estableci6 la colonia de
dichos animales, se cruzaron con los ratones HT GIs2tm1a/+ para la obtencion de los
animales HT Gls2tmic/+ (el alelo tm1c se diferencia del tmla en que no posee la
region comprendida entre los sitios FRT; es igual al alelo WT con la excepcion de

los sitios loxP que flanquean los exones de interés).

Figura 18. Genotipado mediante PCR de la colonia de ratones FIpO con los cebadores
FIpO-Fw y FlpO-Rv. Se puede observar la presencia del transgén FlpO con un tamafio de 1239 pb.
(1) Marcador de masa molecular Mass Ruler High Range DNA Ladder.

El genotipado de los animales resultantes del cruce de HT GIs2t™1a/+con
ratones que expresan la recombinasa FlpO, se realiz6 con los cebadores Int1-Fw,
Int1-Rv y LaR3-Rv (Fig. 19; estrategia indicada en la Fig. 13). Los dos primeros
cebadores generaran un fragmento de 432 pb en los animales WT y de 567 pb en
los animales Gls2tm1c/+, de mayor tamafio como consecuencia de las regiones loxP y
la Unica FRT restante (Fig. 2 de Materiales). Sin embargo, la PCR se realiza con los
tres cebadores conjuntamente, puesto que ain puede haber animales HT con el
genotipo GIsZ2'™1a/+ y, por tanto, con la cassette transgénica adn sin eliminar

(fragmento de 270 pb).

Figura 19. Genotipado mediante PCR del cruce de animales HT GIs2'™1a/+ y animales
FIpO con los cebadores Int1-Fw, Int1-Rv y LaR3-Rv. Los animales Gls2tm1¢/+ (7,10, 12) amplifican
un fragmento de 567 pb, correspondiente al alelo tm1c y otro de 432 pb correspondiente al WT. Los

animales Gis2t1a/+(3, 4, 5) amplificaron el fragmento correspondiente al alelo WT y al tmla (270
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pb). Por ultimo, los animales WT (2, 6, 8, 9 y 11) sélo amplificaron 432 pb (alelo silvestre).
Marcador de masa molecular GeneRuler 50 bp DNA Ladder. El fragmento correspondiente al alelo

tm1c se purificé del gel y se secuencid (véase Anexo II).

Se debe comprobar que los animales GIs2tmic/+ hayan incorporado la
modificacion en la linea germinal; ademas, es necesario eliminar la expresion de la
recombinasa FlpO para evitar que interfiera en futuros cruces. Con estos objetivos
en mente, los animales obtenidos se cruzaron con ratones WT y se obtuvieron un
50% de animales WT y 50% GIs2tm1c¢/*, por lo que se confirma la presencia en la
linea germinal del alelo tm1lc (Fig. 20). De aquellos animales que poseian el

genotipo Gls2tmic/+ se seleccionaron los que no expresaban la recombinasa Flp.

W't/wt 18/W\
FIpE,w wt/wt

wt/wt
wt/wt Fip k wt
‘FlpE/wt wt/wt
wt/wt
wt/wt
*FlpE/wi w/w!

w,wt ! [1c

1c

Figura 20. Esquema de los cruces a realizar entre los animales HT GIs2tmia/+y Flp
para la obtencion del genotipo Gls2tm1c/+, Se muestran los cruces necesarios para la obtencién de
la colonia de animales homocigotos Gls2tmlc/tmic En este caso, los animales HT Gls2tm1a/+ se cruzan

con ratones que expresan la recombinasa FIpE (Adaptado de Coleman et al. 2015).

Actualmente estamos cruzando los animales HT Gis2tmic/+ (Fig. 21) entre si
para obtener la modificacion en homocigosis. Cabe sefialar que la cepa de ratones

FlpO utilizada es C57BL/6, mientras que los ratones GIs2t™1a/+ provenian de células
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ES murinas B6D2, por lo que realizaremos retrocruces para obtener un fondo
genético homogéneo, y posteriormente cruzarlos con ratones que expresen la

recombinasa Cre (C57BL/6).

Figura 21. Genotipado mediante PCR de ratones HT GIs2tmic/+, Se puede observar el

fragmento correspondiente al alelo WT (432 pb) y tm1lc (567 pb). Marcador de masa molecular
GeneRuler 50 bp DNA Ladder.

9. Analisis fenotipico molecular de los animales heterocigotos

GISZtmla/+

Dado que el alelo tm1a bloquea la transcripcién del gen diana, se evalu6 la
expresion génica de GIsZ2 mediante gqRT-PCR, inmunotransferencias Western y
medida de actividad GA para ver si existian diferencias en los niveles de mensajero,
proteina y actividad enzimatica, respectivamente, entre los animales WT, los HT
Gls2'ml1a/+ y los HT Gls2tmic/+, Estos ultimos deberian tener un comportamiento
similar a los WT ya que se ha revertido el genotipo, a excepcion de dos secuencias
loxP en regiones intrénicas, cuya presencia no deberia interferir en la expresiéon de
la proteina. En cambio, el genotipo HT GlsZ'™m1a/+ se podria considerar como un
modelo intermedio con relacién al KO nulo de GIs2 en todo el organismo y, por lo
tanto, consideramos interesante evaluar si existian diferencias significativas de
expresion de GIs2 en ambos modelos o, si por el contrario, el alelo WT restante de

Gls2 y/o el otro gen de GA (GIs) podian compensar la funcion de GIs2.

9.1 Analisis de expresion de isoenzimas GA en animales WT,

Gls2tmia/+ y Gls2tmic/+ mediante qRT-PCR

Previo a la realizacién de la qRT-PCR y aunque la eficiencia de los cebadores
ya habia sido comprobada (Martin-Rufian et al, 2012), se llevaron a cabo curvas de
diluciones seriadas para las tres parejas de cebadores especificos utilizadas y se

verificd la ausencia de dimeros de cebadores mediante curvas de fusion y andlisis

92



Resultados y Discusion

en gel de agarosa. Las eficiencias de amplificaciéon estuvieron comprendidas entre

el 95y 100%.
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Figura 22. Curvas de diluciéon y pendiente obtenidas para los cebadores de B-actina.

La eficiencia para esta pareja de cebadores fue del 100.9%.

Una vez se comprob6 la integridad del RNA total aislado de las tres colonias
animales, se llevo a cabo la qRT-PCR para la cuantificaciéon de los dos transcritos
GLS2 de GA en cerebro e higado, dos tejidos donde previamente se habia

demostrado la expresion de ambas isoformas GLS2 (GAB y LGA, véase la Fig. 23).

B KGA
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Figura 23. Diferencias en el niimero de copias de mRNA de KGA, GAB y LGA en higado
y cerebro de raton. La isoenzima KGA es la mas abundante en cerebro, siendo 15 veces superior a
la suma de los transcritos GLS2. En higado, la isoforma GLS2 mayoritaria es GAB (11 veces superior

a LGA), mientras que los niveles de KGA son practicamente nulos (Martin-Rufian et al, 2012).

Se llevé a cabo una cuantificacién relativa de mRNA comparando la
expresion de GAB y LGA en GIs2tmla/+ y Gls2tmlc/+ respecto los animales WT (n=6
por genotipo), expresandose la variacién como un incremento o disminucién en la
expresion. Como gen constitutivo normalizador se utilizé la f3-actina, dado que en
los tres genotipos analizados el ciclo umbral (Ct) al que empez6 a detectarse fue
similar (en torno al ciclo 20-23, dependiendo de la réplica), se consider6 un buen
gen constitutivo para nuestro estudio. Esta misma metodologia y gen constitutivo
fue la empleada en la cuantificaciéon de los transcritos GLS en ratones KO (Gis/-)

para dicho gen (Masson et al, 2006).

Mientras que no se detectaron cambios significativos entre los animales WT
y los GIs2tmic/+ los ratones Gls2t™l1a/+ mostraron una disminucién significativa en
cerebro de los niveles de mRNA de GAB (**p=0.0038, Kruskal-Wallis) y LGA
(**p=0.0011, Kruskal-Wallis) y del transcrito GAB en higado (**p=0.0026, Kruskal-
Wallis)(Fig. 24). Se puede concluir que la incorporacion de la cassette transgénica
en heterocigosis, con la consecuente interrupcion de la transcripcion, conlleva a
una disminucién de aproximadamente el 50% de las isoformas GLS2 en el genotipo

Gls2'm1a/+ ys las colonias Gls2tmic/+y WT .

1.5
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GAB LGA GAB

Cerebro Higado

Figura 24. Niveles de mRNA de GAB y LGA en cerebro e higado de animales GIs2tm1a/+

vs WT y Gls2tmic/+, Hay una disminucién significativa en los niveles de transcritos GLS2 en cerebro
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en los animales GIs2'm1a/+en comparacion con los animales WT y Gls2tm1c/+, mientras que en higado

s6lo se redujo apreciablemente la isoforma GAB (n=6/genotipo; **p<0.005).

9.2 Analisis de expresion de isoenzimas GA en animales WT,

Gls2m1la/+ y G]s2tmic/+ mediante inmunotransferencias Western

Se realizé un andlisis de expresion de la proteina GAB por
inmunotransferencia Western para evaluar las posibles diferencias a nivel de
proteina en los tres genotipos. Para ello se utilizaron anticuerpos isoenzima-
especificos anti-GAB, desarrollados en nuestro laboratorio (Fig. 25). Como control
positivo se utilizé proteina GAB humana recombinante purificada (Campos-

Sandoval et al., 2003).

Higado Cerebro

tmlc wr wTr tmla tmlc Wt wT tmla

GAB (66 kDa) fue Wt s ! .! — it . W S Wt GAB (66 kDa)

GAPDH (36 kDa) s s st -
V- St 4 St Seee e GAPDH (36 kDa)

Figura 25. Inmunotransferencia Western de GAB en higado (panel izquierdo) y
cerebro (panel derecho) de animales WT (n=6), GIs2tm1a/+ (tmla, n=6) y Gls2mic/+ (tmlc,
n=6). Se realiz6 un analisis cuantitativo de GAB (66 kDa) mediante densitometria, utilizando como
control de carga GAPDH (36 kDa). No se vieron diferencias significativas entre los genotipos
analizados. En ambos paneles, la calle no rotulada corresponde al control positivo de proteina GAB

humana recombinante.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos analizados en
ninguno de los dos tejidos (ANOVA p=0.99) (Fig. 26). Por tanto, la conclusién del
analisis conjunto de expresion de mRNA y proteina GAB, codificada por el gen GIisZ,
es que no existe una correlacion entre los niveles de transcrito (que se reducen
significativamente) y proteina (que se mantienen esencialmente invariables) en el
genotipo  GIsZ2m1a/+  Diferentes mecanismos postranscripcionales y/o
postraduccionales pueden explicar esta falta de correlacidon que, por otra parte, ha
sido frecuentemente detectada en un gran numero de analisis masivos de
expresion de genes de mamiferos (véase, como ejemplo, Pradet-Balade et al.,
2001). Ademas, conviene resaltar que en estudios de expresion de GA en cerebro
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de ratones sometidos a protocolos de adiccién a cocaina ya se observd una
marcada disociacion entre niveles de mRNA y proteina (Blanco et al’, 2012). Por
ultimo, en el segundo bloque de resultados de esta memoria, en la caracterizacion
de un modelo transgénico KO para el receptor del acido lisofosfatidico LPAj,
volveremos a encontrarnos con esta disociacién para la isoforma KGA, codificada

por el gen Gls.
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Figura 26. Diferencias en el nivel de proteina GAB (normalizada frente a GAPDH)
entre animales WT, GIs2tm1a/+ y Gls2tmic/+ en cerebro e higado. En cerebro, los animales WT
presentaron un valor GAB/GAPDH medio de 1+0.05, los GIs2tm1a/+ de 1+0.02 y los animales
Gls2tmic/+ de 1£0.06. En higado, la media de WT fue de 1+0.15, en Gls2t™1a/+ de 1+0.07 y en Gls2tmic/+

de 0.9£0.13. Los valores son media + SEM (n = 6 animales por cada genotipo).

9.3 Analisis de expresion de isoenzimas GA en colonias WT,
Gls2tmia/+ vy Gls2tmic/+ mediante cuantificacion de la actividad

enzimatica

Como se ha indicado, las medidas de actividad GA se realizaron en los tres
genotipos analizados (Tabla 3 y Fig. 27), ademas de llevar a cabo dos valoraciones
diferentes, una en presencia de Glu (inhibidor competitivo de las isoenzimas GLS)
y otra en su ausencia (en la tabla 3 se representan los valores obtenidos en los

ensayos sin Glu).
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Tabla 2. Medidas de actividad GA (expresadas como mU/mg de proteina) en higado y cerebro de

los tres genotipos analizados (*p=0.022; Los valores se muestran como media + SEM)

Actividad GA en higado
(mU/mg)

Actividad GA en cerebro

(mU/mg)
WT 11,242.6
Gls2tm1ia/+ 10.8%2.6 9.3+1.1
Gls2tmic/+ 14+0.75 18.242.2*

En higado, la actividad GA (medida en ausencia de Glu) mostré diferencias
significativas entre los genotipos analizados (*p=0.022, ANOVA). Mediante un
andlisis post-hoc (LSD de Fisher) se distinguen dos grupos que difieren entre si, WT
vs Gls2tmic/+y Gls2tmla/+ygs Gls2tmlc/+ (Tabla 3, Fig. 27). Al comparar los resultados
obtenidos en las medidas de actividad GA en higado en presencia y ausencia de
Glu, no se observan diferencias significativas, lo que confirma el papel de GLS2
como isoenzima principal en este 6rgano (la ausencia de disminuciéon en la

actividad en presencia de Glu atestigua la carencia de isoenzimas GLS).

En cerebro, las diferencias de actividad entre genotipos no fueron
significativas (p= 0.68, Kruskal-Wallis) (Tabla 3 y Fig. 27). Sin embargo, en este
caso el tratamiento con Glu conlleva una inhibicién total de la actividad GA en
cerebro, (**p<0.0001, t-test). Estos resultados confirman que la KGA es la
isoenzima principal en cerebro de raton, como se ha detallado previamente (Olalla

et al, 2002; Martin-Rufian et al,, 2012).
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Figura 27. Actividad GA (mU/mg) en cerebro e higado de animales WT, Gls2tmia/+ y
Gls2mic/+, Los valores corresponden a ensayos realizados en ausencia de Glu. En higado se
observaron diferencias significativas entre los tres genotipos analizados (*p=0.022). Los valores se

representan como media + SEM (n = 6 animales por genotipo).

En principio, podrian esperarse diferencias entre WT y el genotipo
Gls2tmla/+y valores equivalentes de actividad GA entre WT y el genotipo Gls2tmic/+;
sin embargo, cabe destacar que en los estudios fenotipicos el fondo genético de los
animales es de especial importancia. Jackson Laboratory tiene disponible una base
de datos con diferencias entre distintas cepas de animales, y aunque aun no hay
registrada informacion referente a la actividad enzimatica GA, varios grupos de
investigacion si han confirmado este hecho para otras enzimas. Por ejemplo, se ha
visto una mayor actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa en higado de
animales C57BL/6 (41 U/g) comparados con DBA/2] (23 U/g) y con cepas
hibridas, que obtenian medidas intermedias (Balak et al, 1982). Se han descrito
resultados similares en cuanto a la actividad de la enzima madlica al comparar

animales C57BL/6 y DBA/2] (Coleman & Kuzava, 1991).

Tras el estudio realizado a nivel de mRNA, proteina y actividad enzimatica,
se determina la necesidad de obtener el homocigoto Gls2tmlc/tmlc como modelo
murino a caracterizar, tanto por la posible accién compensatoria del alelo WT en la
funcién GA, como por el efecto que conlleva trabajar con diferentes cepas a la hora
de realizar estudios comparativos, siendo necesario establecer un fondo genético

homogéneo.
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10. Cruce de la colonia GIs2tmic/tmic con animales que expresan la

Cre recombinasa

Actualmente hemos fijado la colonia de ratones que expresan la
recombinasa Cre bajo un promotor de sinapsina de rata (especifico de cerebro)
(Fig. 28). La expresion comienza a dia embrionario 11.5 (E11.5) para alcanzar un
pico a E12.5, tanto en neuronas de corteza, hipocampo, diencéfalo (hipotalamo,
talamo, subtalamo, epitalamo y III ventriculo), médula espinal, como en algunas

células de Purkinje de cerebelo (Ma et al, 1999; Zhu et al,, 2001).

Figura 28. Genotipado mediante PCR de los ratones que expresan la recombinasa Cre
con los cebadores Cre-Fw y Cre-Rv. Se puede observar la banda correspondiente al transgén de
100 pb en la mayoria de los animales de la colonia analizada. Como marcador de masa molecular se

utilizé GeneRuler 50 bp DNA Ladder.

Cuando se obtengan los ratones homocigotos Gls2tmlc/tmic ]os cruzaremos
con los animales que expresan la recombinasa Cre bajo el promotor de sinapsina,
lo que permitird obtener un animal KO (GIs2-/-) para el gen GIs2 en cerebro,
concretamente en las regiones donde se ha visto una mayor expresion de esta
isoenzima: corteza, hipocampo, cerebelo (Olalla et al, 2012), permitiendo elucidar

la funcién cerebral de estas isoenzimas GLS2.
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PARTE II: CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE ISOENZIMAS
GA EN EL MODELO MURINO KOLPA;

1. Inmunohistoquimica de isoformas GA en animales KOLPA4

Con el fin de analizar el efecto que el silenciamiento del receptor LPA:
puede tener en la expresion de las isoenzimas GA en cerebro, se llevd a cabo un
analisis de la expresion de KGA y GLS2Z (GAB y LGA) mediante
inmunohistoquimica. Los anticuerpos anti-KGA empleados son especificos de esta
isoforma, ya que estan dirigidos contra la regién C-terminal, y por tanto, no
reconocen la isoforma GAC. Los anticuerpos anti-GAB utilizados reconocen ambas
isoformas, GAB y LGA (Olalla et al. 2002; Campos et al. 2003; Olalla et al. 2008;
Cardona et al. 2015).

El marcaje obtenido con los anticuerpos anti-KGA mostré una localizacién
citoplasmatica de aspecto punteado, tipica mitocondrial, de acuerdo con resultados
previos de localizacion de KGA en cerebro de mamiferos (Olalla et al, 2002;
Cardona et al, 2015). Sin embargo, cabe destacar diferencias en la intensidad del
marcaje en varias regiones cerebrales al comparar entre los genotipos analizados.
Se observa una clara disminucion de la expresién de KGA en corteza e hipocampo
de animales HT (Fig. 29, B,E,H,K) y KOLPA; (Fig.29 C,F,I, L) en comparacién con las
mismas areas de cerebros WT (Fig.29 A,D,G,]). Concretamente, las regiones mas
afectadas fueron: las neuronas piramidales de la region CA3 y el neuropilo del
estrato lacunoso-molecular de CA1 de hipocampo, y el giro dentado (Fig.29 ],K,L).
En cerebelo, no se observaron cambios en la expresion de KGA. Las diferencias
observadas en la intensidad del marcaje fueron graduales desde animales WT a
KOLPA;1, lo que podria implicar una reduccién proporcional en los niveles de la
isoforma KGA cuando los niveles del receptor LPA; disminuyen. Asimismo, se
detect6 un cambio en el marcaje perivascular en los animales con menor expresiéon

de LPA;, especialmente en KOLPA; (Fig.29 M,N,N).

La disminucion en los niveles de expresion de KGA, la isoenzima GA mas
abundante en tejido cerebral (Blanco et al.,, 2012; Martin-Rufian et al, 2012), fue

completamente inesperada y no puede explicarse en base a resultados previos que
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han demostrado alteraciones en el cerebro de estos animales KOLPA;. Asi, por
ejemplo, se ha publicado previamente que los animales KOLPA; presentan una
reduccion de neuronas corticales, pero dicho descenso sélo ocurre en las capas
[/1II, V y VI de la corteza cerebral (Estivill-Torrus et al, 2008), por lo que resulta
insuficiente para justificar la reduccion detectada de la proteina KGA en corteza y
resto de regiones, particularmente hipocampo. De forma analoga, se ha descrito
una menor neurogénesis en el giro dentado de los ratones KOLPA; (Matas-Rico et
al., 2008), que podria contribuir parcialmente al déficit de KGA en esta subregién
cerebral, pero que, sin duda, no explica el silenciamiento de la expresion de KGA en

otras regiones hipocampales.
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Fig 29. Localizacion inmunohistoquimica de KGA en animales WT, heterocigotos

(HT) y KOLPA;. Se puede observar una reduccién progresiva en el marcaje de KGA de animales WT
a KOLPA;, con un fenotipo intermedio en los HT. (A-C) Panoramica de la corteza (Cx) y estriado
(Str), las flechas indican vasos sanguineos inmunorreactivos para KGA. (D-F) Detalle del cambio
progresivo en el marcaje perivascular de la corteza insular. (G-1) Panoramica del hipocampo, las

flechas indican los cambios en el marcaje de CA1 y CA3. (J-L) Disminucién en el marcaje del slm y
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DG en HT y KOLPA; y en neuronas de CAs. (M-N) En 4reas subtalamicas, cerca del III ventriculo se
observa un cambio en el marcaje perivascular en animales KOLPA;. En cerebelo no se observaron
diferencias (no se muestran resultados de esta region). Cx, corteza; Str, estriado; VS, vaso
sanguineo; CA1, CA3 subcampos hipocampales; sp estrato piramidal; slm, estrato lacunoso-
molecular; DG, giro dentado; m, capa molecular; 3V, tercer ventriculo. Barras de escala: A-C, 1 mm;

D-F, 100 um; detalle D, 25 um; detalle E, 40 um; J-L, 500 pum; M-N 200 pm.

En contraposiciéon con KGA, los patrones de inmunomarcaje frente a las
isoformas GLS2 fueron esencialmente idénticos para los tres genotipos de
animales estudiados (Fig. 30). No se detectaron cambios aparentes en la expresion
de GLS2 en las diferentes regiones cerebrales analizadas por inmunohistoquimica,
tales como corteza, estriado (Fig. 20 A-C), hipocampo (Fig. 30 D-F) o cerebelo (Fig.
30 G-I). La inmunotincién GLS2 revel6 un patrén distintivo con relacion a KGA,
mostrando un marcaje caracteristico mayoritariamente nuclear, de acuerdo con
resultados previos de inmunolocalizaciéon de GLS2 en cerebro de mamiferos (Olalla

etal, 2002; Cardona et al., 2015).
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WT HT KOLPA1

Fig 30. Localizacién inmunohistoquimica de las isoformas GLS2 en animales WT,

heterocigotos (HT) y KOLPA;. GLS2 se concentra fundamentalmente en el niicleo de las regiones
cerebrales analizadas. (A-C) Panoramica de la corteza cerebral, con detalles de la capa III de la
corteza motora que se muestran en los recuadros. (D-F) Hipocampo y detalle del estrato piramidal
de CAl. (G-I) Cerebelo. No se observan diferencias entre los distintos genotipos en las regiones
cerebrales estudiadas. Cx, corteza; St, estriado; CA1 y CA3 subcampos hipocampales; DG, giro
dentado; G, capa granular del cerebelo; P, capa de Purkinje; M, capa molecular del cerebelo. Barra

de escala: A-C: 500 um; D-F: 250 pm; G-I: 100 pm; Recuadros 20 pm.

2. Evaluacion de los niveles de proteina KGA mediante

inmunotransferencia Western en animales KOLPA,

Para apoyar los resultados de inmunohistoquimica de las isoformas GA
cerebrales, realizamos inmunotransferencias Western de extractos proteicos

totales aislados de corteza cerebral e hipocampo (Fig. 31). Los resultados
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obtenidos demostraron una disminuciéon de la expresion de la proteina KGA en
ambas regiones, de acuerdo con la drastica disminucién observada por
inmunohistoquimica. Por el contrario, los niveles de proteinas GLS2 no mostraron

diferencias significativas (resultados no mostrados).

Corteza Hipocampo

KOLPA, WT KOLPA, WT

KGA (66 y 68 KDa) i sush S —M w

— - — ——
B-actina (42 kDa) o - C— — — —

KGAJ/Actina
n kg

-
L

T

Corteza Hipocampo

Figura 31. Analisis por inmunotransferencia Western de la expresion de la isoforma
KGA en corteza cerebral e hipocampo. Extractos proteicos totales (40 pg), de corteza cerebral e
hipocampo, de los genotipos WT y KOLPA; fueron analizados por inmunotransferencia Western. Se
llevé a cabo un andlisis cuantitativo por densitometria y los valores de expresiéon de KGA fueron
normalizados frente a (3-actina, empleada como control de carga. Los valores se representan como

mediazSEM (n=9 por genotipo) ***p<0.001; **p<0.01.

3. Cuantificacion del transcrito KGA en regiones cerebrales de

animales KOLPA:

La cuantificacion del transcrito KGA se llevd a cabo mediante RT-PCR
cuantitativa en diferentes regiones cerebrales: corteza prefrontal (PFC), corteza
parietal motora (PM), estriado (STR), hipocampo (HIP), giro dentado (DG) y
cerebelo (CB) en un total de cinco animales/genotipo. En este caso, la
cuantificacion de KGA fue absoluta, expresando el resultado como el nimero de

copias de mRNA (= SEM) por ng de RNA total.
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Los niveles de mRNA de KGA no mostraron variacién significativa en la
mayoria de las regiones cerebrales analizadas de ambos genotipos, excepto en PFC
y PM, donde hubo una disminucién significativa en los ratones KOLPA1, con un

valor de p de 0.011 y 0.009, respectivamente (t-test) (Fig. 32).

25000+

200004

15000+

10000+

5000+

0-

copias mRNA de KGA/ng RNA

Ll ariar
@ O O 07 B 0

R SR SR S A
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Figura 32. Nimero de copias de mRNA de KGA en los animales WT y KOLPA; en las
diferentes regiones cerebrales analizadas. Unicamente se observaron diferencias en PFC (WT
20404+1676; KOLPA15348 + 2240) y PM (WT 19280 + 2640; KOLPA; 11876 + 2840). Los valores

aparecen como media + SEM (n=>5 animales por genotipo).

4. Evaluacion de la actividad enzimatica glutaminasa en animales

KOLPA;

Los niveles de actividad disminuyeron en los animales KOLPA1 en la corteza
parietal motora (***p<0.001, t-test) y en la PFC (*p<0.05, t-test). La actividad en
estas regiones en mU/mg se redujo desde 160+8.2 mU/mg en PM de animales WT
a 83%9.7 mU/mg en los KOLPA4, y de 109+10.8 mU/mg en animales WT a 75+5.4
mU/mg en los KOLPA; para la region PFC. Sin embargo, cuando evaluamos la
actividad GA en corteza cerebral total, no encontramos ninguna variacion
significativa entre ambos genotipos, lo que sugiere que cambios en subregiones
concretas podrian verse enmascarados cuando se analizan las regiones cerebrales

en su totalidad.
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Figura 33. Determinacién de la actividad GA total en las distintas regiones cerebrales
de animales WT y KOLPA;. Las regiones cerebrales aisladas fueron homogenizadas y las proteinas
GA totales extraidas y solubilizadas, tal y como se describe en la seccién de Métodos. La actividad
enzimatica GA fue ensayada midiendo los niveles de amonio producidos con el reactivo OPA. Se
encontraron diferencias significativas en la PM (WT n= 9; KOLPA; n= 5) y PFC (WT n= 12; KOLPA
n= 8), pero no en hipocampo (WT n= 16; KOLPA; n= 12) ni resto de regiones cerebrales (numero de
animales comprendido entre 8 y 15 para ambos genotipos en el resto de regiones analizadas)

#%p<0.001; *p<0.05.

Considerando en su conjunto los resultados de expresion de KGA a nivel de
transcritos (qRT-PCR), proteina (transferencias Western) y actividad enzimatica,
parece existir una ausencia de correlacion entre los niveles de mRNA y
proteina/actividad en la mayoria de las regiones cerebrales analizadas, excepto en
dos subregiones de la corteza cerebral: corteza motora y PFC, donde los menores
niveles de mRNA correlacionaron con valores reducidos de proteina KGA y
actividad GA. Sin embargo, en hipocampo (y en corteza cerebral total) la
abundancia de los transcritos KGA no estuvo en paralelo con los valores obtenidos
para proteina KGA y actividad GA. Como ya comentamos anteriormente en esta
memoria, esta disociacion entre niveles de mensajeros y de proteinas para

isoenzimas GA cerebrales fue ya detectada en estudios sobre su implicacién en el
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mecanismo de adicciéon a drogas de abuso, en concreto cocaina (Blanco et all,
2012) y en la diferenciacion neuronal (Agostini et al.,, 2016). Por consiguiente, los
mecanismos subyacentes a la gran disminucién en los niveles de proteina KGA,
fundamentalmente en hipocampo y corteza cerebral de ratones KOLPA (excepto

en corteza motora y PFC), deben ser basicamente postranscripcionales.

En la evaluacion de consecuencias funcionales del inesperado déficit
encontrado para la proteina KGA en regiones glutamatérgicas claves del cerebro, la
actividad GA total no cambié en la mayoria de regiones de los animales KOLPA;,
aunque sfi lo hizo de forma significativa en la corteza motora y en PFC. Por lo tanto,
deben de activarse mecanismos compensatorios para mantener la actividad GA en
aquellas regiones con una notable disminucién de la proteina KGA. Entre esos
mecanismos, podemos especular con la operatividad de modificaciones
postraduccionales de KGA, a través de cascadas de sefializacién inducidas por LPA
y con la participacion de otros receptores LPARs distintos de LPA1. Igualmente,
una actividad local incrementada de las isoformas GLS2 (GAB/LGA) podria
también cooperar en el mantenimiento de los niveles basales de actividad GA en
los ratones mutantes. De interés en este punto, hay que destacar que la actividad
KGA puede modificarse mediante la ruta de sefializaciéon Raf-Mek-Erk, que provoca
una fosforilacion de KGA en respuesta a la accién de varios mitégenos incluidos
LPA (Thangavelu et al, 2012). En consonancia con nuestros resultados de
actividad GA, el contenido cerebral de Glu en PFC e hipocampo de ratones KOLPA1
no mostré variaciones significativas en relacion con los animales WT (Harrison et
al, 2003); sin embargo, la liberacion de los neurotransmisores Glu y GABA
inducida por K* si disminuy6 de forma significativa en ratones deficientes en LPA1

(Harrison et al., 2003; Roberts et al., 2005).

Aunque la contribucion de cada isoforma GA a la sintesis del
neurotransmisor Glu se desconoce (Marquez et al., 2016), KGA es el transcrito mas
abundante en cerebro de mamiferos (Martin-Rufian et al., 2012) y estudios previos
han sugerido que esta isoforma es la fuente principal del neurotransmisor Glu. De
hecho, ratones mutantes nulos para el gen GIs y, por tanto, carentes de proteina
KGA, mueren al primer dia tras su nacimiento; sin embargo, los terminales

presinapticos de las neuronas Gls/- poseian cantidades normales de Glu. El
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silenciamiento génico de KGA provocé un efecto moderado en la transmision
glutamatérgica, resultado que fue explicado por la accién de mecanismos
compensatorios de sintesis de Glu (Masson et al., 2006). De esta forma, los autores
concluyen que el déficit de KGA impacta fundamentalmente en la implementacién
de circuitos neuronales mas activos, destacando asi la relevancia de KGA en el

desarrollo, maduracidn y diferenciacion neuronal (Masson et al., 2006).

5. Caracterizacion de la morfologia de espinas dendriticas en
ratones KOLPA;

La implicacion de la sefalizacion LPA en procesos de desarrollo del sistema
nervioso y en la homeostasis de neurotransmisores ha sido demostrada
previamente. Como se ha indicado, el LPA tiene un papel importante en la
neurogénesis a través del receptor LPA; (Fukushima et al., 2007); igualmente, el
Glu ejerce un efecto tréfico que ayuda al desarrollo neuronal (McKinney, 2010).
Por consiguiente, quisimos determinar si la ausencia del receptor LPA; y el fuerte
déficit observado en la expresiéon de proteinas GLS podian afectar la estructura de
las espinas dendriticas. Dado que el hipocampo presenta una notable infra-
expresion de KGA, decidimos evaluar la densidad y morfologia de las espinas
dendriticas usando la tincién de Golgi-Cox en la regién hipocampal CAl,

concretamente en las neuronas piramidales del stratum oriens de CA1.
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Figura 34. Tincién de Golgi-Cox de las dendritas basales de neuronas piramidales de

CA1 en animales WT(A-D) y KOLPA; (E-H). (A) Panordmica de neurona piramidal de animal WT,

y (B) detalle de la dendrita indicada. (C y D) Dendritas secundarias de animales WT. (E) Panoramica
de neurona piramidal de animal KOLPA;1, los detalles se muestran en las figuras F y G. (H) Espinas
dendriticas de un animal KOLPA;. Las espinas dendriticas de los animales KOLPA; tienen una
morfologia mas alargada y delgada en comparacién con los WT. Barra de escala: Panoramias (A y E)

10 pum; B-D y F-H 5 pm.

Se realizaron diferentes medidas, entre ellas la densidad de espinas
dendriticas, que se valoré como el nimero de espinas por cada 10 um de longitud,
en dendritas secundarias y terciarias. Aunque no se observaron diferencias
significativas en este parametro, ni en el ancho de la dendrita de animales WT y
KOLPA; (p valor=0.097 y 0.086 respectivamente, t-test), si se observaron

alteraciones morfologicas en las espinas dendriticas.

Posteriormente, se llevo a cabo un analisis morfométrico que revel6 la

presencia de un mayor numero de espinas alargadas, delgadas y de recorrido mas
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tortuoso (giros y dobleces) en los animales KOLPA; (Fig. 34, E-H) en comparacion
con los WT (Fig. 34, A-D), caracteristicas de estadios inmaduros (Ebrahimi &
Okabe, 2014). Se cuantificaron el numero de espinas por subtipo (champifidn,
delgadas, cortas y filopodia) y genotipo, observandose una mayor frecuencia de las
tipo filopodia en ratones KOLPA1 (***p=0.004, t-test) en detrimento de las tipo
champifién y cortas (Fig. 35). Ademas, la longitud de las espinas dendriticas reveld
diferencias significativas (***p=0.0004, Mann-Whitney), con un aumento en el
subtipo delgada en los ratones KOLPA; (*p=0.0104, Mann-Whitney) (Fig. 35). Otro
de los parametros que también se altero fue el didmetro de la cabeza de la espina
dendritica, concretamente en las espinas tipo champifién con un menor tamafio en

los KOLPA1 (***p< 0.0001, Mann-Whitney).
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Figura 35. Diferencias en las longitudes de las espinas dendriticas y en la
distribuciéon morfolégica de éstas en animales WT y KOLPA;. Se observaron diferencias
significativas en la longitud de las espinas dendriticas entre animales WT (1.4+0.9) y KOLPA;
(1.9+1.1), y una mayor frecuencia de espinas tipo filopodia en los KOLPA; en detrimento de las
espinas tipo champifiéon y cortas. En promedio, mas de 60 espinas de cada genotipo fueron

analizadas (***p<0.0004).

Por ultimo, en este analisis por tincién de Golgi-Cox, comparamos las
longitudes de los distintos subtipos de espinas entre genotipos (Tabla 3). Se
encontraron diferencias significativas para las espinas delgadas al comparar los

animales WT vs KOLPA1 (*p=0.0104, Mann-Whitney).
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Tabla 3. Andlisis de las longitudes de los subtipos de espinas dendriticas en la regiéon CA1
hipocampal de animales WT y KOLPA;. Los datos representan la media de los rangos de
longitudes+SEM. Se indica el numero espinas dendriticas analizado para cada genotipo(n=123 WT;

n=104 KOLPA:) (*p=0.0104, Mann-Whitney).

Subtipo WT KOLPA1
de espina dendritica (n=123) (n=104)
Delgada* 0.86-2.76+0.44 | 1.24-3.6%0.5
Corta 0.3-0.9+0.1 0.4-0.9+0.1
Filopodia 1.13-5.5x1.4 | 1.22-5.3%x1.16

Estos resultados sugieren que la formacién y/o maduracién de las espinas
dendriticas de las neuronas piramidales de hipocampo esta desregulada en el
modelo KOLPAi. Estd bien documentado el papel modulador de LPA en la
formacién de sinapsis a través de la modulacién de la dindmica estructural de las
espinas dendriticas. Por ejemplo, en cultivos de neuronas de hipocampo el
receptor LPA; se localiza de manera punteada en las espinas dendriticas y su
sobreexpresidn conlleva un incremento de la densidad y tamafo de las espinas
(Pilpel & Segal, 2006). Nuestra hipétesis, a tenor de los resultados aqui descritos,
en la region CA1 del hipocampo es que los animales KOLPA: poseen cambios
morfolégicos en las espinas de sus principales sinapsis excitatorias. Los resultados
de la tincién de Golgi-Cox muestran unas espinas dendriticas hipocampales con un

marcado fenotipo inmaduro en el genotipo KOLPA;.

6. Analisis de la expresion de marcadores proteicos de espinas

dendriticas

Para identificar la base molecular que subyace al cambio morfolégico-
estructural de las espinas dendriticas, investigamos si existian alteraciones en los
perfiles de expresion proteica de marcadores dendriticos conocidos y de proteinas
bien caracterizadas por su papel en la formacion y modulaciéon de las sinapsis
establecidas entre espinas. Se examinaron diferentes marcadores como la proteina
de la densidad postsinaptica 95 (PSD-95) (marcador post-sindptico) y una proteina

de vesiculas, sinaptofisina (Syn; marcador presinaptico). El andlisis mediante
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inmunotransferencias Western de ambas proteinas no demostré ninguna variacion
significativa en sus niveles de expresion entre animales WT y KOLPA; (Fig. 36 y

37).
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Figura 36. Andlisis de la expresion de marcadores de espinas dendriticas por
inmunotransferencias Western. Se llevé a cabo un analisis cuantitativo por densitometria de

PSD-95 (105 kDa) y Syn (42 kDa), empleando como control de carga GAPDH.

2.01 1.5=
L 1.5+
g é 1.04
o - <
5 1.0 [0
8 g\ 0.5
£ 05- @
0.0~ T 0.0
@ Q?J\, @ Q?J\/ $& Q?J\, é& Qv.'»
o o o o
+ + + =
Corteza Hipocampo Corteza Hipocampo

Figura 37. Expresion de PSD-95 y Syn en corteza e hipocampo de animales WT y
KOLPA1. A pesar de los cambios observados en la morfologia de las espinas dendriticas, con un
fenotipo mas inmaduro en los KOLPA;, no hay diferencias significativas en los marcadores

proteicos analizados entre WT y KOLPA1.

7. El silenciamiento génico de LPA1 reduce la expresion y actividad

gelatinasa MMP-9, pero no la MMP-2

Las metaloproteinasas de matriz han atraido recientemente mucha atencion
como importantes moduladores de la morfologia de las espinas dendriticas, junto
con otras proteinas constitutivas que se conoce participan en la formacién de las
sinapsis. Dado el importante papel que ejerce la metaloproteinasa de matriz 9

(MMP-9) en la potenciacion a largo plazo, favoreciendo el alargamiento y contacto
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de las espinas dendriticas (Michaluk et al, 2011; Dziembowska & Wlodarczyk,
2012) (véase Fig. 38), se analizo la actividad de las metaloproteinasas MMP-2 y
MMP-9 en corteza e hipocampo, con la finalidad de ver si los ratones KOLPA1
presentaban alguna alteracién como base molecular de sus problemas cognitivos y
de memoria. Con esta finalidad, se analiz6 medio hemisferio de ambos genotipos
(WT n=8 y KOLPA:; n=11) mediante zimografia en gelatina, observandose
diferencias en los niveles de actividad proteolitica de MMP-9 en ambas regiones
cerebrales (con una disminucién significativa en los animales KOLPA;, ***p<

0.0001), mientras que los niveles de MMP-2 permanecian estables (Fig. 39).
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Figura 38. Modo de actuacién de MMP-9. Tras un estimulo, MMP-9 se libera al medio
extracelular donde se activa y ejerce su accién a través de integrinas-f31 promoviendo cambios en el
citoesqueleto, que conllevan a la elongacién de las espinas dendriticas y reorganizacién de los
receptores NMDA (Michaluk et al, 2011). Esta activacion es breve, y rapidamente se inactiva por el
inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1), lo que permite la maduracién de las espinas y la
formacién de sinapsis activas (Wang et al, 2008; Dziembowska et al., 2013; Stawarski et al., 2014).
Durante la maduracién de las espinas se establecen morfologias asociadas con una mayor
estabilidad, y mayor densidad postsinaptica, como las espinas tipo champifién (Hotulainen &

Hoogenraad, 2010). Imagen tomada de Dziembowska et al., 2013.
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Figura 39. Zimograma de MMP-2 y MMP-9 en corteza e hipocampo de animales WT y
KOLPA;. Se analiz6 medio hemisferio de animales WT (n= 8) y KOLPA; (n=11) para estudiar la
actividad de MMP-9 y MMP-2. Se observaron diferencias significativas en la actividad proteolitica
de MMP-9 en ambas regiones cerebrales, con un descenso en la actividad de los KOLPA;

(***p<0.0001), mientras que no se observaron cambios en la actividad de MMP-2.

Para comprobar si la reducida actividad MMP-9 observada en los animales
KOLPA; se debia a una disminucién de la expresiéon proteica, realizamos
inmunotransferencias Western para evaluar los niveles de MMP-9 (tanto el
zimégeno, 92 kDa, como la proteina activa, 82 kDa) en corteza cerebral e
hipocampo. Los resultados obtenidos (Fig. 40) mostraron una disminucién en la
expresion de MMP-9 activa en los animales KOLPA; comparado con los WT

(*p<0.05), mientras que no se observo variacidn en los niveles del zimdgeno.
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Figura 40. Inmunotransferencia Western de pro-MMP9 y MMP-9 en corteza cerebral
e hipocampo de animales WT (n=4) y KOLPA; (n=5). Se realiz6 un andlisis cuantitativo de MMP-
9 pro-activa (92 kDa) y activa (82 kDa) mediante densitometria usando f3-actina como control de

carga. Los animales KOLPA; mostraron una reduccidon en los niveles de MMP-9 activa (*p<0.05).

Por ultimo, se evalué la actividad proteolitica del activador tisular de
plasminégeno (tPA), encargado de catalizar el paso de plasmindgeno a plasmina,
donde la ultima actia como potente activador de las MMPs (Van Wart & Birkedal-
Hansel, 1990). Aunque el sistema tPA/plasmina ha sido implicado en numerosos
aspectos de la funcién cerebral, incluyendo la remodelacién de las dendritas en
hipocampo (Pawlak et al, 2015) y corteza visual (Mataga et al, 2014) de ratén,
ademas de participar en la activaciéon proteolitica de MMP-9 desde su forma
zimogena (Wang et al, 2008), no se observaron diferencias significativas en su

actividad entre animales KOLPA: y WT ni en corteza ni en hipocampo (Fig. 41).
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Figura 41. Zimograma de tPA en corteza e hipocampo de animales WT (n=4) y
KOLPA; (n=6). El anilisis por densitometria de la actividad tPA no revel6 diferencias entre

animales KOLPA; y WT.

Los resultados obtenidos apuntan a una participacién significativa de la
sefalizaciéon LPA en la activacién de MMP-9. Se ha descrito una relaciéon entre LPA
y MMP-9 en células de carcinoma hepatocelular, donde el LPA extracelular
sintetizado por ATX, a través de su unién al receptor LPA1, es capaz de activar
diferentes cascadas que llevan a la induccién de la expresion de MMP-9, entre las
que destacan la via PI3K/Akt y PKC/MPAK (Park et al, 2010). Estos antecedentes
concuerdan con nuestros resultados en ratones deficientes para el receptor LPA1
que experimentan una disminucién en la actividad MMP-9. Sin embargo, los
niveles de zimdgeno no varian, disminuyendo exclusivamente los de MMP-9 activa,
lo que podria implicar la actuacidon de terceros en esta via. La plasmina es un
inductor natural poco eficiente de MMP-9, pero puede activar a otras MMPs, como
MMP-3, que ejerce una potente accion catalitica sobre pro-MMP9 (Ramos-
DeSimone et al, 1999). Asi pues, podemos hipotetizar un posible papel de LPA;
sobre la activacion de MMP-9, que a su vez actuaria en la potenciacion a largo plazo
y en la adquisicién de aprendizaje espacial, funcion en la que también se ha visto

implicada MMP-3 (Meighan et al,, 2006).
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Por otra parte, la implicacion de MMP-9 (Rivera et al., 2010; Michaluk et al,
2011), y otras proteasas extracelulares como tPA (Mataga et al, 2004), en la
remodelacion de sinapsis, plasticidad sindptica y procesos cognitivos esta
ampliamente documentada. En neuronas, MMP-9 esta localizada en los dominios
postsinapticos de las sinapsis excitatorias; su inhibiciéon se ha relacionado con
déficits de memoria en paradigmas de aprendizaje comportamental (Nagy et al.,
2007). Y, por supuesto, como ya se ha mencionado, MMP-9 es un regulador clave
de la morfologia de las espinas dendriticas (Michaluk et al., 2011; Dziembowska &
Wlodarczyk, 2012). Los resultados mostrados aqui sobre MMP-9 sugieren que la
reduccion de su actividad en ratones KOLPA: podria deberse, al menos
parcialmente, a una disminuciéon de la forma activa provocada por mecanismos
postraduccionales (disminucién de su procesamiento proteolitico a forma activa o

directa modificacion de algiin residuo sobre la proteina madura).

La reduccion de la actividad MMP-9 podria explicar cambios a corto plazo
de la plasticidad sinaptica (con repercusion sobre las propiedades cognitivas y de
memoria), debido a la ausencia de un adecuado proceso de remodelado de las
espinas dendriticas en las neuronas hipocampales, y como parte del fenotipo
neurofisioldgico mostrado por los animales KOLPA;. No obstante, MMP-9 ejerce
una funcién dual en la morfologia de las espinas: mientras que niveles locales
basales de actividad MMP-9 promueven el alargamiento de las espinas y la
potenciacion sinaptica concomitante (Wang et al. 2008), un exceso de actividad
MMP-9, como las que acontecen en situaciones patologicas como el infarto o la
epilepsia, provoca la transformacion de las espinas dendriticas desde el tipo
champinon hasta protrusiones tipo-filopodio (fenotipo inmaduro) (Bilousova et al.,
2009); de hecho, la inhibicién de este incremento no transitorio de actividad MMP-
9 provocé la remodelacién de las espinas dendriticas hacia el fenotipo maduro tipo
champinon (Bilousova et al., 2009). De esta forma, nuestros resultados indican que
una actividad MMP-9 reducida podria surgir como un efecto cadena-debajo de la
ausencia de sefializacién Rho/ROCK inducida por LPAj, ruta que se conoce
produce la activacion de enzimas proteoliticas como MMP-9 (Yu et al., 2014). Como
una consecuencia, la falta de plasticidad sinaptica, provocada por la remodelacion

de las espinas hipocampales ejercida por MMP-9, podria explicar los déficits
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cognitivos y de memoria mostrados por los animales KOLPA1. Sin embargo, otros
autores han encontrado que la morfologia de las espinas dendriticas se afecta por
LPA:1 pero de manera independiente de sus tres principales cascadas de
sefalizacidn, sugiriendo alternativamente que este efecto fue debido a
interacciones con otras proteinas (el receptor LPA: tiene un modulo de

reconocimiento de proteinas PDZ en su region C-terminal) (Pilpel & Segal, 2006).

8. Funcion de las isoenzimas GA en el desarrollo y la

diferenciacion neuronal

Por ultimo, aunque se desconoce el mecanismo postranscripcional por el
que LPA;1 lleva al silenciamiento de KGA en cerebro, la disminucién de esta
isoforma puede originar alteraciones en el desarrollo de las neuronas corticales e
hipocampales que, seguidamente, pueden contribuir a notables déficits en el
crecimiento de neuritas, axones y en la maduracién de espinas dendriticas. De
hecho, KGA se ha asociado a diferenciaciéon neuronal y proliferaciéon de células
neuronales. Ambas isoformas GLS (KGA y GAC) aumentan durante la neurogénesis
de células progenitoras neurales humanas (NPCs), y su patrén de expresion
correlaciona positivamente con el marcador neuronal MAP-2 (proteina asociada al
microtibulo-2) (Wang et al,, 2014). Hay que destacar que estudios realizados con
cultivos de NPCs humanas mediante silenciamiento génico de GLS con siRNA,
sugieren un papel critico de las isoformas GLS en la proliferacién y supervivencia
de NPCs (Wang et al, 2014). Mas aun, la inhibicion de la actividad GA en cultivos de
neuronas corticales embrionarias de ratén provocé inhibicién de la neurogénesis
(Velletri et al, 2013), mientras que los niveles de mRNA y proteina KGA
aumentaron de forma notable cuando células granulares del cerebelo se
diferencian en cultivo (Thomas et al, 1989). Este ultimo estudio también demostré
una sobre-expresion de KGA, en paralelo con la liberacion de Glu dependiente de
Ca2* y la formacion de neuritas, vesiculas sinapticas y sinapsis (Thomas et al.,

1989).

En los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto la implicaciéon de KGA en la
reprogramacion metabdlica subyacente a la diferenciacién neuronal. Asi, durante

la diferenciacion ex vivo de neuronas corticales primarias, el ciclo Glu/Gln aumenté
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de forma considerable en paralelo con incrementos significativos de los mRNAs de
GLS y GLS2 (Agostini et al. 2016). Otro descubrimiento sorprendente de los
ultimos afios es el relativo a nuevas localizaciones neuronales, distintas a la
mitocondrial, reveladas para KGA. A través de interacciones con proteinas de
andamiaje (scaffold), como la proteina BNIP-H (caitaxina), KGA es capaz de ser
relocalizada desde las mitocondrias del cuerpo celular neuronal hasta terminales
en las neuritas. La caitaxina se expresa abundantemente en hipocampo y cerebelo,
y este envio selectivo ocurrié en células PC12 cuando se induce su diferenciacion a
un fenotipo neuronal, lo que apoya una funcion de KGA en el crecimiento y
diferenciacién neuronal (Buschdorf et al, 2006). Una segunda proteina que
interactia con KGA en cerebro fue descubierta posteriormente: BMCC1s, una
proteina que estd implicada en la regulacion de la morfologia celular (Boulay et al.,
2012). En neuronas corticales de raton, BMCC1s interactia con el precursor de
KGA evitando su envio a la mitocondria, lo que provoca su acumulaciéon en el
citoplasma. De esta forma, la proteina KGA puede circular en las neuronas a sitios
distantes y no estd confinada exclusivamente en la mitocondria; en lugar de ello,
KGA parece esencial para el crecimiento de neuritas, formacién/maduraciéon de
dendritas y establecimiento de nuevas sinapsis. Por consiguiente, podemos
especular que un bloqueo del envio especifico de KGA a regiones sinadpticas, como
el que cabria esperar tras la drastica reduccién de su expresién en los ratones
KOLPA;, tendrd un impacto negativo en estos animales durante el desarrollo

cerebral.

En conclusion, los resultados expuestos en esta segunda parte de la
memoria, sugieren que LPA; provoca un impacto muy notable en la expresion de
KGA, probablemente a través de un mecanismo postranscripcional. Este
silenciamiento de KGA, junto con el efecto paralelo sobre la actividad MMP-9,
puede ser la base molecular para la funcion de LPA en el modelado de la
plasticidad sinaptica y su efecto en los procesos cognitivos y de memoria. Se
requieren estudios adicionales para averiguar los mecanismos concretos que
conectan la sefializacién LPA1 y la expresion GA en regiones glutamatérgicas claves

y su relevancia en la funcién cognitiva y la memoria.
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Conclusiones

1. Se ha adquirido una construccién transgénica del consorcio
International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC) para el silenciamiento
génico condicional del gen Gls2 murino. El vector de transgénesis sitda los exones
2 a 7 entre los sitios loxP de reconocimiento por Cre recombinasa y rendira
animales KO nulos condicionales para las isoformas GLS2 en cerebro. Este vector
de transgénesis ha sido incorporado en células madre embrionarias (ES) murinas

por electroporacion.

2. Las células ES murinas mutantes fueron genotipadas para
comprobar la recombinacién homéloga. Se procedié6 a su microinyecciéon en
embriones en estadio de 8 blastémeras y se obtuvieron animales quiméricos
Gls2tmla/+  Aunque desconocemos el papel que pueda tener el gen GIs2 en la
embriogénesis murina, la ausencia de homocigotos Gls2tmla/tmlangs hace pensar

que sea esencial en etapas tempranas del desarrollo.

3. La colonia heterocigota GIs2tmla/+ fue cruzada con animales que
expresan la recombinada Flp para eliminar la cassette Neo y secuencias de ayuste
alternativo y poliadenilacién. Los animales GIs2t™1c/+ fueron genotipados para
confirmar la escision. Actualmente, se estdn cruzando entre si para seleccionar
homocigotos y obtener la colonia de animales fundadores que se cruzaran con los

animales Cre.

4. Se ha caracterizado un modelo animal transgénico KO nulo total para
el receptor del acido lisofosfatidico LPA1. Estos animales presentan importantes
déficits cognitivos y de memoria, si bien la base molecular de estas alteraciones no
se ha caracterizado. Mediante una combinacion de técnicas de biologia molecular,
inmunohistoquimicas y bioquimicas, hemos demostrado un dramatico
silenciamiento de la isoenzima glutaminasa KGA en corteza cerebral e hipocampo,
y una drastica disminucién en la actividad metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9)

en ambas regiones cerebrales.
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5. Los déficits de KGA y MMP-9 correlacionan con notables cambios
morfologicos en las espinas dendriticas de neuronas glutamatérgicas piramidales
del hipocampo de los animales KOLPA1, que presentan un fenotipo mas inmaduro.
Estas alteraciones en la morfologia de las espinas afectan a la plasticidad sinaptica
y hacen prever la existencia de un menor numero de conexiones sinapticas, lo que
podria constituir la base molecular subyacente a las alteraciones en los procesos

cognitivos que muestran los animales KOLPA;.
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Anexo |

1. Medios de cultivo para bacterias

Medio LB (Luria-Bertani)

Extracto de levadura 5g

Bactotriptona 10g

NacCl 10g

El pH se ajustd a 7.4 y el volumen a 1 litro. A continuacién se esterilizé en
autoclave.

LB-Agar

Extracto de levadura 25¢g

Bactotriptona 5g

NaCl 5g

Agar 75¢g

El pH se ajust6 a 7.4 y el volumen a 500 ml. Se esterilizé en autoclave. Se dejé
enfriar hasta aproximadamente 502C y se anadi6 la ampicilina a una concentracién

de 50pg/ml.
2. Medios y soluciones para el cultivo de células de mamifero

Medio EF

Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; 4500 mg/1 glucosa, glutaMAX, y 110
mg/L piruvato s6dico)

FBS 10% (v/v)

Penicilina/Estreptomicina 1 mM

Glutamina 2 mM

Aminoacidos no esenciales 1 mM

Medio ES

Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; 4500 mg/1 glucosa, glutaMAX,y 110
mg/L piruvato sddico)

FBS 15% (v/v)

Penicilina/Estreptomicina 1 mM

Glutamina 2 mM

Aminoacidos no esenciales 1 mM
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B-mercaptoetanol 1 mM

Factor inhibidor de leucemia (LIF) 1000 U/ml

PBS 10x

NaH2P04.H20 2.28¢g
KCl 46¢g
NazHP04.2H20 16.6 g
NacCl 87.7g

El pH se ajusté a 7.4 y el volumen a 1 litro. Se esterilizé en autoclave.

3. Soluciones para DNA
TAE 50x
Tris Base 242 g
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA0.5M 100 ml

Se utiliz6 EDTA 0.5M (pH 8) previamente esterilizado en autoclave. Se ajustd el

volumen a 1 litro.

TBE 10x

Tris Base 1211g
Acido bérico 52.3 ml
EDTA 0.5 M 20 ml

Se utilizé6 EDTA 0.5M (pH8) previamente esterilizado en autoclave. Se ajusté el

volumen a 1 litro.

TE
Tris 1M 2.5ml
EDTA(Q0.5M 0.5 ml

Se utilizé EDTA 0.5M (pH8) y Tris 1 M (pH 8) previamente esterilizados en

autoclave. El volumen se ajust6 a 250 ml.

STES (Tampodn de extraccion de DNA)

Tris- HCI (pH 8) 50mM
NaCl 20 mM
EDTA 1 mM
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SDS 0.1%

Denhardt’s 50x

Polivinilpirrolidona 1% (p/v)

Ficoll 1% (p/v)

BSA 1% (p/v)

Se esterilizan con autoclave los dos primeros en un pequefio volumen y luego se
afiade la disolucion de albumina esterilizada por filtracion hasta completar 500 ml.

Se hacen alicuotas que se mantienen hasta su utilizacién a -20°C.

4, Soluciones para RNA

MOPS 10x

MOPS 0.2 mM
NaCzH30: 80 mM
EDTA 10 mM

Para la preparacion de geles desnaturalizantes se utilizo agarosa al 1.5%
(p/v) en 40.66 ml de agua. Cuando la temperatura descendié se afladieron 5 ml de
tampon MOPS 10x, 3.34 ml de formaldehido 37% (p/v) y RedSafe 1x. El tampén de
muestra se preparé mezclando 720 pL de formamida, 160 pL de formaldehido
37% y 180 puL de MOPS 10x. Una vez se prepararon las muestras, la mezcla se

desnaturaliz6 15 min a 622Cy se enfrié 1 min en hielo.
5. Soluciones para proteinas

Tampon de carga de proteinas 6x
Glicerol 36% (v/v)
Azul de bromofenol 0.012% (p/v)

B-mercaptoetanol 5% (v/v)
SDS 10% (p/v)
Tris-HCI (pH 6.8) 350 mM

Tampon electrolito 10x

Glicina 0.19 M
Tris 0.025 M
SDS 0.1% (p/v)
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Tampoén de transferencia

Glicina 190 mM
Tris 25 mM
Metanol 20% (p/v)
TBS 10x

NaCl 90¢g
Tris 121g

El pH se ajusté a 7.5 y el volumen a 1 litro.

TTBS 1x
TBS 1x
Tween 0.1%
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Validacion del vector de transgénesis

# In2Fw: Se une al intrén 2 y en sentido 5'—3’ permite secuenciar hasta el
intron 3. Permite identificar la diana de EcoRV del fragmento de restricciéon
de 1.2 kb. Los resultados obtenidos coinciden con la secuencia tedrica tanto
para la diana de la enzima de restriccion, como para el fragmento

secuenciado.

1 1 o .} L1 5 21} T 2 % 1o 1 12 13

| I

secoencia CORRGTOCRGAGGRGARCACC TTTCATBAGE TETGECARGAGECT TECTRGCCTTLCRSGT TCCRRRACCARTTTRTTCTRCCAGT TETRATTSGGATSGAGTSACTTGRGTASCTATIGGGASACALTE
resultados HHHERHHHERH R THG CTRGLCTTC CRSGT TO AR CARTTTGT TCTRC G T TRTRAT TRGGGTREAGHSRHHNEAG TASC TATTRGGASACALT:
CONSENSUS LuuuvsransssnnrrsnnrssnnssssssNIMBNNNaENannCTnGCTRGCCTTCCARGT TOCRRAACCARTTTRTTCTRCCRGT TETRATTSEGETEGAGNSannnER G TASCTATIGGGASACALTE

11 14 150 160 10 18 19 Fol) Fall} Feal) 230 240 o5 26
| |
secuencia AGGTATBERTTGCTGTCCTTGECTGACCTRGLCBGACCTCT TCTTCOCCCCCABAGRCTL T GABGGCCAL TRRS TELBGACETC ARACL CACSEE TCIAGEACTRCATGAGARGATECAGLECATEET
resultados ABRTATRERTTGCTRTCCTTRGCTRACCTRGCBGACCTCT TCTTC DI CORRAGRLTC TRRSRGC AL TERRC TRl BGACET ARALLCADSEC TCIAGEAC TGLATAGARGATECAGDECATRAT
Consensus  ABGTRATRERTTGCTRTCCTTRECTRACCTRGCCRGACCTTTCTTCOOC e CARAGECTC T BRSGGCCAC TERRC TERGACET CARACC CACSRC TCCRREAC TR ATRAGCARGATECAGDSCATEET

261 o o L il Eol E 1 E2 - L 38 3
| I
secoencia CORBGRARTCCAGURGCRETGACCTC TTGERCCRREARCTLT TOIRARRSTRARSGL L RGRAGT RAGIAT TR CCLIRARRCAGT TC TG TABEARGARAGAT T TEREARTTRARCAGTTLSRCCLTT
resultados COABGRARTCCAGCRGCHETGGCCTC TTGERCCERGARCTLT TOCRARAGTGARSGLCCRGAGST GABCAT TRALCCLCRARACAGT TCTGTABEAGGERAGATLT TEEAATIRARCAGT TLERCCLTT
Consensus  CORRGARTICAGURGCBETGGCCTC TTGERCCEREABCT T TO RARAETRABSGL LD AGRAGST GABIAT TR LI RARRCAGT TC TG TABEAGEARAGAT L T TEREARTTRARCAGTTLERCCLTT

LI Lill 4 430 440 &5 48 47 42 49 Sy Sl 52
| I
secoencia CATTTTRTTRGTASCTTCTAGARGATETICTCHTRCATATATBETRTATRTATIRGEACTTCTCRATBCTRRAGLCCATRGC TETGRTIRT TCTGATTTITRACSTTTTITTCTCRGARTETCTIGAGATR
resultados CATTTTRTTRGTACCTTCTRGARSATETICTCHTRCATATR BTG TATRTATIAGEACTTCTCNMTGC TRRRGLCCABRGC TETGRTIRTTCTGATTITAACSTTTTITTCTCRGARTETCTIGAGATR
Consensus  CATTTTRTTRGTASCTTCTAGARRATE TICTCHTRCATATHTGETGTHTRTAT IRGEACT T TCaaTBCTARAGCCCARAGL TETGETTRT TCTGATTTTAACSTTTTITTCTCRGARTETCTIGAGATR

51 5 0 i 550 LT 520 530 L] [l] [l b 0 =)
| I
secuencia TCTTTCCATGTCTTTRAGARCATRTCATTTTAGAGGT TRGGRARATT TAASLE THGBGGAGATGRARSTGATRT TCCRRARGT TRCACGAC TECTARTCCARSRCCASATGRARCACTICARCCTTCTTTACCTC
resultados  TCTTTCCHTGHHTTTHRASCATRTCATTITAGRGET THGGRRRTT TRASCC THRGGABSTGRAST GATAT TCCEARRET TACHCRAC TECTRETCCARSRNN
Consensus  TCTTTCCalGnTTTanARCATRICATTTTAGAGGT TRGGARATT TARSCE TheGGAGATGRASTGATRT TCCRRARGTTACACnACTECTABTCCAREANN, 4 s sssnsssnsssnarsssasrsnnn

Figura 1. Resultado de la secuenciacion del vector de transgénesis con el cebador
In2Fw. En la primera linea aparece la secuencia tedrica esperada y en la segunda los resultados

de la secuenciacidon. Por ultimo, en tercera posicidn, la secuencia consenso.
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#+ In5Fw: Este cebador se une al intrén 5 y permite secuenciar hasta el intrén

7.

resul Lados

‘secuencia
resul Lados
Lonsensus

1 1w o E L. S 121 f 2] Hu il 1 1A 130
mmmmmmmmmmmmmmcm

HSHHHERHHESHHH SR NG T AGC AN TGAGT T TGAGRC CAGCCTRETATCATCLTERGTBLCANGEC AGCRAGAGCTLTECAGATRGAL
rrrennsres s s nns e eseensssessENanmannnznnananfinaniCAFANnan, nCTGARTTTRAGRL CABC TEETHTCATCCTERG TECC AnBRC AGCRAGAGC TCTECAGATRGAL

131 1% 150 160 17 18 130 200 falll] 230 240 250 260
1 1
CCTETCTCASRACASRGATEC THEETEA GAGERACASRGTCTRGCOCCTTTTATEETACCTETCTLCTLCBGGCACTC TRTGEECCACACGARGRTCCOCTTCT
CCTETCTCASRACASRGATEC THEETEH G TCTRGCOCCT TTTRATGETRCCTGTCTCCTOORGE0ACTC TETGEEICACACGARGRTCOOCTTCT
CCTETCTCASRACASRGATEC THEETA BACRSRGTCTRGCCCCTTTTATEETACCTETCTCCTCCAGGCACTE TeTGEECCACACGARGSTCCOCTTCT

3 L 2B 250 o ] 20 Ezl] 340 350 360 ] 380 3940

hmmﬁmemmm T GGGCARGERACCIRGTGETCTECGL TRTRRCARACTCTCCCTCARTIEAGER
ECCTECARTCCTRTSTCARGCCLCNCACTTRCGCCATCTCCRTERGCACC T THEGCACTGACTRCE TECACASGT TTET GEECARGERACCIRG TEET L TECGL THTRRDARACTCTCCCTCARTEAGEA
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Figura 2. Resultado de la secuenciacién del vector de transgénesis con el cebador

In5Fw. En la primera linea aparece la secuencia tedrica esperada y en la segunda los resultados

de la secuenciacidon. Por ultimo, en tercera posicidn, la secuencia consenso.

# LacZFW: Se comprueba mediante andlisis de secuencia la presencia del

fragmento de 2.5 kb, ausente en la digestiéon con la enzima de restriccion

Sacl. Para ello se disefia un cebador, LacZzFw, que permitira confirmar la

integridad del vector de transgénesis.
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Figura 3. Resultado de la secuenciacién del vector de transgénesis con el cebador
LazZFw. En la primera linea aparece la secuencia tedrica esperada y en la segunda los

resultados de la secuenciacién. Por ultimo, en tercera posicion, la secuencia consenso.

Genotipado de las células ES murinas mutantes resistentes a G418

+ IntlFw y Lar3Rv: Los cebadores secuencian la region especifica de la cassette

transgénica. El Int1Fw reconoce al intrén 1, mientras que Lar3Rv es homdlogo
a la secuencia En2SA del vector. En esta secuenciacion se identifican el intrén 1,
la region FRT (azul) y el En2SA (rojo). Los zona de reconocimiento de los

cebadores aparece subrayada.

tccacctgagtgaggtagacatcctatatctttattccatagataagtaatattaagtgggcttcctaaaggcegcataacgataccacgatatc
aacaagtttgtacaaaaaagcaggctggcgeccggaaccgaagttcctattccgaagttcctattctctagaaagtataggaacttcgaacce
tttcccacaccaccctccacacttgecccaaacactgeccaactatgtaggaggaaggggttgggactaacagaagaacccgttg

1 L] 20 30 an L s e = » 100 110 120 1

1 |

vecter TOOACCTGAGTGAGGTRGACATCCTATATCTTTRTTCCATAGATRAG TRATAT TAAGTGRGCT TCC TARMGECGCATARCERTRCCACSATATCARCRAGT T THTACARARARGCAGEL THGOGOCRARN
tec RETA=TRTTARGTHRESC T TCC TARSSACGCATARCGATNCCACSATATCARCARGT T TH TRCARANARGCSSAC TRACLICLAIR
CONDONSISE  L.iceanisisssnanacisascannnssassnnnsassonnancs G T TOT T I T GREE T TCCTONGE G T ARG T ICCROGNT TS 1T T TR ORssr TRGORCCaRm
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| I

voctor CORMSTTCCTATICCOANGT TCCTRTTCTCYRGARAG TRTRGAAC T TURRCCCT T ICCCRCACORCCE FCOATHT TTRCCOCRMMCAL T GCCRRC TRTO TAGESGOANGLES T TG TRaCALn
sec COGMAGTTCCTATICCOANGT TCCTRT TCTCTRGARAGTATAGGANC T TOSRCCE T T TCCORCHCORCCC TECRCHE T TRCCCURRACAL TGCCHAC TG TIGHRGGANGGLE T TEGLAL TRCRGAN
Congsenses LCUGRRSTTCCTATICCGRAAGT TCTTAT TCTCTRERRAG THTSEGARC T TOGRRCCUT T TITTRCACCACCT TCCACRT T TRECCUNAACRC TGCCHAC TR TG THEERGERRGGES T TRELAL TARCRGRA

261 &
e

votter GARCECLITH
sec  GARCCCGTTGH
Conzenses  GARCCCRTTE,

Figura 4. Resultado de la secuenciacion de las ES resistentes a G418 con el cebador
Int1Fw. En la primera linea aparece la secuencia tedrica esperada y en la segunda los

resultados de la secuenciacion. Por tltimo, en tercera posicion, la secuencia consenso.

1 aw o o wu wy ou " ou B avw v azw 1av

I |

vector TCORCC TGRS TONGG TRGACHTCCTATRTETTTAY TCCH THGH TR0 TR T AT TANGTGHGC T TCC TRAAGGCGCA TARCEATRCCACGATITCHACANET TTRTRCHAMMNAGEAGLE TRRCOCCOOH
gec  TTCCACCTGRGTGAGE T RGHCATCCTMTRTCT TTIT TCOH TRGATREGTINETIT TIING T666CT T CCTRRRGLGLGOA THRCGATRCCACGH T CHHUARG T T TG TRCARARAAGOAGET TGGCELCLLN
Conzenzua |, TCCACCTRAGTAAGGTAGACATCLTATATCTTTATICCATAGATARGTARTAT TAAGTGAGC TTCC TRARGLCHCATARCGATACCACAATATCARLARS T TTRTACAARARARCAGEL TRECALLAGA

11 1% 150 160 170 189 190 200 210 220 Z2» 290 =0 260

| |

vector NCCGRNGT TCCTRTTCCGANGTTOCTATTCTCYRGANAGTATHGSRCTTCGANCCCTT TOCEMACCACCE TCCRCAC T IGCCCOARMICAL TGCOARC TATCTRGSHGGANGGHE | 1GEGAC TRACAGH
gec  ACCGARGY TCCTATTCCGARGT TCCTAT IE TCTHGHARG THTASSASC T TCGHRCCET T TOOCRCRCCACCE TCCHOAT T TSCCCCRRACAL TGECANC TR-GRGNGANGNNTHTNT TN

Conzenzux  NCCRARGTTCCTATTCCAOAAGT TCCTATTCTC TRGAAAG TATARSARC T TCOARCCLT TTLCORCACCACCE TECACAL T TECCCCRARACAL THECARCTA , GaanfifinfiasgnenT 1o, v uveeseses

fﬁl 27:
vector m.;nunus
Figura 5. Resultado de la secuenciacion de las ES resistentes a G418 con el cebador

LaR3Rv. En la primera linea aparece la secuencia teérica esperada y en la segunda los

resultados de la secuenciacién. Por tltimo, en tercera posicion, la secuencia consenso.
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4+ NeoFw: Permite secuenciar la regién correspondiente al gen neo" del vector de

transgénesis.

stobvida

atabvids

lonsensus

1 aw Ll - au w L n w w iw v pral i
1 1
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GEATCTCCTGICATCTCACCT T6CTCCTGCCGRGRARRG THTCCHTCATGECTGRTECRAT GLEELGHEE TGEHTACEC Y TEGRTCCGEL TRCC TECUCHT TCSACTACCRRGE GRARC R T CGCAT CGRG
e PEATCTECTRTCATCTCACC T TR OO B RAGARRG THTCCATCATHEC T GR T B RRTRLLGLAGE THCATACGC T TEATCCAGE TRCC THCCCAT TCORDOACCARSLGRARCATCECATLAAG
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COAGEACGTRC TCRRAT REANGCCEETCT TRTCEATCRGGATRATC THRACGARGRLEATORGEGEL TCRCRCCARCCHARCTGT TEGCCAGLC TEARGHECHLGUATICCCEACLGLGRTOATCTCATEG
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TECTRIGEEGRTGCC THC T TGCOLARTATCR TGS T GEHIRR TGLCCGCTTTTCTGERT TCRTCEAC 16T GGCCHGC 16661 6 TEELEERCCHL THTCHEGAUN THEUST TGEL TRCCCGTGRTHT 16T
TR CCRTAECERT G T GET TR CGART AT CRTGLTEGARAN TGGCCECT T I TCTGEAT ICRTCGRC TR TGHCCGEC TGUE TG GACAEACCLC THTCAGEACATAGCGT TGEC TRCCCGTGATATTAE
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Figura 6. Resultado de la secuenciacion de las ES resistentes a G418 con el cebador

NeoFw. En la primera linea aparece los resultados de la secuenciacién y en la segunda la

secuencia tedrica del vector. Por ultimo, en tercera posicion, la secuencia consenso.

%+ Ex7Fw e In7Rv: Los cebadores secuencian la zona flanqueante al sitio loxP del

brazo corto de homologia. A continuacion se indica la zona amplificada, donde

en rosa se muestra parte del exén 7 y en rojo el loxP. Subrayado aparece la

Zona

de union de los cebadores.

ggaattccccataaccecatggtcaatgcetggtgecattgtggteagetecctgatcaaggtcagtgeatttetaaccttetgaaaggtaattt
ctcaactccccttatcectacatccccatatetgttcagttctccaggeagatagggeagggggtgggggggttectgagteatttgagaatt
aataagaggcatggaaaaaatgcatcaggaagtcctgtgagatggegeaacgeaattaatgataacttcgtatageatacattatacgaa

gttatggtctgagctegecatcagttcaagagccaaatgecaagggcagggggaggacaacaccatcagge

vector
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vector
aeciu
Consnnzus
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CRGTTCTCORGGONGEN T NGEECAGEGGG | GOEGGGGG T TCCTGRGTONTT TSNS T TR TRAGRGGCH T GG GON T CRGEARGETCCTETGRGNTGGCGCANCGTANT TR G | I[h'l"
CHGT TCTOCAGECAEN TRGGLEC RGLGGG T BEGLGGGT TCCTGHGTCHT T TGRGRRT TRETIRGAGGCH | GERRANMATGORTCAGERRG TCC TG TGAGHT GECGCARCGTART TARTGRTRRC T TCGTRT
CARTTCTCCAGSOAGATREEAECAGLGLLT RGGGGGAT TCCTRARTOAT TTGAGAS T TRA TRRGAGLCA THAEARANANATGOATCAEARGTCCTRTRAGATHGCOCARCGCART TARTGRTRACTTCATAT

261 20 = 290 300 310 320 30 3% 348

|

NGCHTACHT TR RCSRNG T TRIGETCTRIGE TEGCCRTORG T T CARGSGUONNT GCCIRGGGCNGLGGAGERCARCHCONT CRGEL
AGCATACHT TATACGANGT TRTGGTC TRRGC TCGECHTCAGT TERRAS

AGCATACAT TATACEARE T TATOGTC TRAGC TCOCEATCARTTOMAM. «eesernnnes sasssssssssssssnssaansannsasn

Figura 7. Resultado de la secuenciacion de las ES resistentes a G418 con el cebador

Ex7Fw. En la primera linea aparece la secuencia tedrica esperada y en la segunda los

resultados de la secuenciacion. Por ultimo, en tercera posicion, la secuencia consenso.
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vector
secry
Consensus

wector
Gecry
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CRGTTC ICCAGECAGATAGGGEAGGGGLTAEAGHHGRTTOCTGAGTCAT TTGAGART TRATRAGAGLLC AT GARRARARTGCATCAGGARGTCCTRTHEAGATGLCGOARCGIART TRATGATRACTTCGIAT
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Figura 8. Resultado de la secuenciacion de las ES resistentes a G418 con el cebador
In7Fw. En la primera linea aparece la secuencia tedrica esperada y en la segunda los resultados

de la secuenciacion. Por dltimo, en tercera posicion, la secuencia consenso.

Secuenciacion del fragmento correspondiente al alelo tm1c

4+ IntlFw e Int1Rv: Los cebadores (subrayados) secuencian la regiéon donde ha
actuado la recombinasa FLP. Se confirma la secuencia unica FRT que resulta

tras la accién de la recombinasa (azul) y el sitio loxP (rojo).

tccacctgagtgaggtagacatcctatatctttattccatagataagtaatattaagtgggettectaaaggegeataacgataccacgata
tcaacaagtttgtacaaaaaagcaggctggegeecggaaccgaagttectattccgaagttectattetctagaaagtataggaacttegte
gagataacttcgtatagcatacattatacgaagttatgtcgagatatctagacccagetttcttgtacaaagtggttgatatctctatagtcg
cagtaggcggttagtttctaactcactgcagacgcagaatgtgggaacagtcagacggatgcetgtgtttccatctegtecccatectcacg

ggaaacacaaagacacacaccattgctggatgeactctgtttccagtgtttgccggacatcagtacgtgeaatgatttaggaggtggeteg
aaataaaggactgaaaagttcagagttccttttaaaagagactagagagtcagattggcaacctctcgeactggggtggaagttaggate

acagaacctgccagatggt
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TITRTTICCRCC TR TRAGE TRGACATCCTRTATC T TTATTCCATAGHTRAGTARTATTAAGTEASC T TCCTRRGACGOATARCERTRCCACGATATERRCARLTTTOTACHRSANGEAGEE TRGLG
FOCRCC |GG P GGG TRSRC R TCCTRTRTCT TTRTTCCHTOGR TR TRRTATTHNG TGEEE T TCCTARRGLCGURTRNCGN TSCCRCGH TRTCRICHAGY TG TRCRSSSANGENGES TLLCL
...... TCCRCCTEARTEARGTASRCATCCIRTRTCTT TR TCCHTAGSTHRG THATAT THAR TGGGEL T TCCTRRRGLELGEN TRRCGH 1 ACCRCGH THTCRACARGT T TGTHCHARSRRGEAGES TELCE
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1
CUGGANC TGRRG T TCCTRT TOOGRMG T TCCTRETETE OGN T TRSGRIM | TOSFCGIGATRSC T TCG TR TRGLATHUAT TRTRCGRSG T THTGTCERGA THTCTRGACCORSIT | TCT1GERCHRA
CLGGARCCEARGT TCCTRT TCCGRSGT TCCTAT TCTE THSAGAG THTASGARC T TCGTCGRGATARC T ICGTATRGECHTALHT TRTHCGASET THIGTCEGREATATCTRGACCORECT TTCTTETRCAAA
CLAGARCGRAGT TCCTRATTCOGASGT TCCTRT T TE THSSRRG TATASGRALC T TCSTCORGATARC TTLATATEGCATACAT TRTRCOASGT TRTGTCEAGATATCTRGRCCORCTTTCTIGTRCARA

391 €00 410 420 a3 a4 - 460 a0 aBu an 50 510

' 1
ETGGTTEATHTCTCIATAG TCGORGT AGGOGET THGT TTCTARC TOACTECAGACECRGART G THEGARCAR TCREACHGATEC TETGT T TCCATCTOGTCCCEATIC TEACHHGRARCHCARREACACA
GTGETTERTRTCTCTRTAG TCACAGTAGGLGST TRGTTTCTARE TCACTGCAGRCUCAGANT R TRECARCAR TCAGACGRATEC THTGT TICCATCTOGTCLLCATCCTCACGLGARACACARREACACH
GIRGTTRATRTCTCIRTAGTCHROAGTAGGCASTTRGT TTCTARE TCAC TRCROACGORGANT G TRAEAACHKTOMACGEATEC TRTRTTICCATCTOATCCLCATCC TERCGLESSNCREARACICA
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GLEARCC TCTUGCAC T GGG T GGG T THGE TCACAGRRCE TGLCHBRTGE T
WECARCCT v rrnnness terneene vesasmres termene vresenees .

Figura 9. Resultado de la secuenciacion del fragmento tm1lc amplificado con los

540 550 560

cebadores Int1Fw e Int1Rv. En la primera linea aparece el resultado de la secuenciacién y en

la segunda la secuencia tedrica esperada. En tercera posicion, la secuencia consenso.
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CACCATTRL TROGATECAC TETRTTTCCAGTAT TTRCCAHGACATCAGTACGTRCARTGAT T TRRGASATHOC TCEARATARRGEAL THARRSET TCAGRSTTCLC T T T TARARGAGAC TREAGAGTCRCTTT
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Estrategia empleada en el Southern blot para identificar las células ES

murinas transgénicas

A continuacion se incluye la secuencia tedrica de las células ES murinas que
han incorporado la cassette transgénica por recombinaciéon homéloga. Subrayado
en rojo aparecen las secuencias de reconocimiento de la enzima BstEIl, y en azul
las regiones de complementariedad de lo cebadores BstE-Fw y BstE-Rv. Cabe
esperar dos fragmentos de restriccion, uno de 16 kb correspondiente al alelo

mutado y otro de 9 kb del alelo WT.

BstEIl

l

! FRT FRT loxP 2

4 ro
o . S . A

2 Regidn de hibridacién de la sonda especifica

BstEIll

> «

Figura 10. Estrategia Southern. La enzima BstEIl corta en la region 5’ flanqueante del gen
Gls2 y en el exdn 2. Las flechas rojas indican la zona de hibridacién de la sonda empleada, en la

region 5’ flanqueante del gen.

Aclaraciones:

% Region 5’ del gen Gis2, no incluida en el vector de transgénesis, adyacente a
la zona de homologia del brazo largo. En esta region se encuentra una de las
secuencias de reconocimiento de la enzima BstEIIL.

% Secuencia correspondiente al exén 2 del gen GIs2, incluida en el vector de
transgénesis. En este exdn se encuentra la otra diana reconocida por la
enzima de restriccion.

% Secuencia del vector, correspondiente a la trampa génica y al gen neo.

ACATAGCAGTTCACAATCATATGTAACTCT |l C TccTCcTCCAGAGGC

CCCAGGTGCGTACACACACATTCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACGTAAAACACTATACAGACAAGAGGGGAAAGCCAGGCTTGGTGGCACACACCTTTAATACCAGCAC
TTAGAAGGCACAGGAAGGTGGATCTCTGTGAGTTCCAGGCCAGCCTGGGTTACAAAATGAGACCCTATCT
CAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAACCACCAACAACAAAAACAACTTTAAAAAACATACTGGGGGAGTGG
GGGGCTGGAGAGATGGCTCAGCGGTTAAGAGCACTGACTGCTTTTCCTCTTCCGGGGACAGTGATTAGAG
GCACTCAGGATGGTCCAGCGTTTGACAAACTCTCGTAGGCTTTCCTACAACACAGCCTCTAACAAAACTA
GGCTGTCTCGAACCCCTGGCAACAGGATTGTTTACCTCTACACCATGAAGGGTGGGAAAGCACCTARATC
CGCATGTGGTGTGTCCCCAGGCAGACTGCAAGGGGTTCGTGCTGTGAGACCCAAAGTCCTTCTGAGATTG
TCTAACCAAAGAAGCATGTCATGACGCAGGGCCTATGATGGTTCCATGTGTGCCAAGTGTGTCTGTGACG

136



Anexo 11

GGATCAAGCGGGCTTTCCTTATTGAGGAGCAGAAAATCGTTGTGGAAGTATTGAAGGCACAAGCACAGAG
TCAGAGAGCAAAATAGATCTGCAGCTTTTTGCACTGACTGCTCTTCCAGAGGTTCTGAGTTCAAATCCCA
CAACCACATGGTGGCTCAGAACCATATGTAATGAGATCTGATACCCTCTTCAGGTGTGTCTGAAGACAAC
TACAGTGTACTTACATATAATAAATAAATAAATCTTTTTTAAAAACCAGACTAGGTAGAGATCCATTGAG
AGAGATACCTGGGGTTCACCCTTTATTCTTCACCTGTGTACAAGCTTGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
CTCTCTCACACACACACACACACACAGATACTAATGTTGAATTGTTGAATTGTTTATACTGAGTATTTGA
GAGGCTCTTAATTGAATCAGGCACGGCGTCACAGACGTGTGTAATCTCAGCCACTCTGGAGACTTCGGCA
GGAGGCAGCAAATTTGAGCCCAGCAATATAACTAGTTCCTGTCTCATAAACCAGAACCATGGGGCTGGGA
CGGTGCTTACCTGGCAGGCCAGAATCCTTTGGTTCATTCCCTAGCCTGGAATGAAGCTGGGAAGGTGATG
TAGGTCTACTCTAATCCCTGTACTTGAGGTAAGCAGAAGAAGCAGAGAATCAAGGGCTTCCTTGGACCAC
AGGTTCAAGGGCACTCCTGGAGACACCCAATCTGAAAAGCAAAAGTTTGCTTTGAGGACAAAGTCAGGAG
TGGGGCAGCAGACTGTAGACTGTGAATTAGAGGAAGTGCTCTGGATAAGACAGCAGATAAGCCAGAGAGG
GAACGGCTAACAGAAGGGAAATCAAACAGAAGGTCCACCTGGTTTCAAACCAAACACACCCTCTAAACTG
TAAGGCAAAGAGCTGCTGTTCTAGTAAACACAGAAACATGGCTTCGATGTTGATTTTCCCATGGTTGCAT
TTTGTTTGTGGCAAGGTCTCCTTGCACAGCCTCACCTGACTTGCACTCCTGTCCTGCCTAAGCTTCTCAG
ATGTTGGGATCCACAAAGAGTATACTGCCACCATTCCTGGTTATTTAAATTCAAAAATTAAAAGTTTTGC
AGTGCTGCCTGGGCAGCTCAAGAGACAGCTCCCAGTACTATCTCATAGCATAGAAAACTCTTTTACAAGT
GAGGTAGGTTTGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTGTTTTTAAAGAATTATTTATTTATTTATTTATTT
ATTTAAAAGATTTATTTATTTTTATTGTATATAAGTACACTGAGACACTCCAGAAGAGGGAGTCAGATCT
CATTACAGATGATTGTGAGTCACCATGTGGTTGCTGGGATTTGAACTTCAGACCTTTGGAAGAGTAGTCG
GGTGCTCTTACCCACTGAGCCATCTCACCAGCCCCAAGAATTATTTATTTAATGTATGTAAGTACACTGT
CTCTTCTTCAGACACACCAGAAGAGGGCATCAGATCCCATTACAGATGGTTGTGAGCCACCATGTGGTTG
CTGGGAATTGAACTCAGGACCTCTGAAAGAGCAGCCATCTCTCCAGCCCCCAGAGGTAGTTTTCCTCCAG
TTGTTAATTCAGTTGTTAATTTTGGAGGAGAAAGCTTGTAATCAGAGATTTCTGTCTAATTTCTGGCTCT
GGGTTATCTTATGCAAGTAGTCTTAACTTTCTTTTAAATAAAAGCTTAAAAAAAACCCACACATTTAAAA
AAAAAACATGCATACATTTATCGGGGGCTGGAGATATGGTTCAGTGGTTAAGAACACAGATTGCTCTTCC
GAAGGTCCTGAGTTCAAATCCCAGCAACCACATGGGGGCTCACAACATCTGTAATGAGATCTGACACCCT
TTTCTAGAGTGTTTAAAGACAGCTAGTGTACCTATATATAATAAGTAAATATAATGTATATAATAATAAT
AAATAAGTAAGTAAATAAATCTTTAAAAAAACCAGCTGGGCGTGGTGGCACATGCCTTTAATCCCAGCAC
TTGAGAGGCAGAGGCAGGCAGATTTCTGAGTTGGAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAG
CCAGGGCTATTCAGAGAAACCCTGTCTCGAAAAAAAAAAATCTTTAAAAAAACATAACAAACAAAAACCC
CCACATTTATCTAAGTGTGTGGGGGGGTTTCATGAGAACCATTGTCTGAGTAATTATCAGGTTTGGGAAC
AAGAGCCTTTACCCAGTGAAGTGTCTTGGTTCCAATTTGGTTTCCTCTTTTCAAAACAAACCTAGTAACT
GCTTCTTTGGCCACTGCTAGGGGAAAATAAACTAACTGGTTGGCATAGCATACACATGCAATAATAGTTG
TTAATATAATTCCTGCTAAGTCAAAGTGCTGTGAGGGCTGAGGTCAGGTGAGTGAAAGCTTTCGAAGCCC
ACGCTGGCCTTGGACTCTTTCAGATGACGTTGAACTACTGACCCACTTGTCTCCACATCCCTGGCGCTGG
Gactccaggaatgctgaccaccacatttttaattctcecctaaattttgtgcattttctccactacaaacca
agaccacacctttaatcccaacactctggagcctaaagtaggtggatctgagagtttgaggtcaggectgg
tctagctcgtaagttctaagagatacggagaggccaggtcttaaaactaaaaacaattgggggag

cacgtatatgttttgtgtttctttgcttttttgtecgtgtgtgtgtgtgtgtttgtgtgtgtgtgcacgecg
caccggcatgcgtgtggtgttgcacacccecctgcaattctagcacttgagaagttgaggtagaaggttgge
cacgaattcaaggccaacacgggctacaaactgagtactacggcaacaagggctatatctcaaageccecctg
tttctaaaacaacaataaaaaaagatttcagccggcccagcacttgggaagcagaggcaggcggatttet
gagttcgaggccaggctggcctacaaagtgagttccaggacagccagggctatacagagaaaccctgtet
ggggggggtggggggggggaagattttgagttcactggcttattttaatacgtgaactttagagaaagag
aactttagagagagactataagtcctccgcagccaccaaatgacctaagaacctgggctccatgacgect
agcaatgaagcgcggcgggctgcttctggaccgtectttectgtccactcagecgeccagcgecgecatececgtgat
tggggtgtttgcagcccgcaccgcecctgecctgtaagtgtgcactggccaccecctggecttcgaacatggaa
ggtcactacgtggctcccgcatcccecgcectecgectcectecatectectectttgaaagtgtggegttttcatcectgecac
cagagcactccgtcgtccccagecctggegegttteccacgaactceccgactgecgcagaggecgatectcete
cccgccaaagctcectgacgegegecggtgteccgactgteccagecteececgegectttecececgecteccag
cgttcctcecctcectcagtgattggacgcggttectgteccttttgactceccagaccacgeccececcteccecace
cagccgcctccagcettctectcaatcgaaccecgtggegetectggectggaggectgtgaggggactatggg
tgtacctgcgggatccgagtcgtcccggactggecccecteccccggaccccaaccactecccaccgggecggt
ccttccecceccecceccecccaccceccecccccceccgcaggcectecactggecccaggactgecteccgggetectagtetege
ccgccactcecttceccegeccecctecectectegecgecgetegecacgtcectggagecgeccgggecgagecgggtgge
gcgccgggggcatgcgctccatgagggctctgcagaacgecgctgageccgcecgcecgggcagecacggtecggeg
gggaggctggggtcatccgagccggggcecccgecttectgggcaggggegtecggtactacctecggtgaggec
gcagcgcagggcagggggacgccgcacagccaccagecgcagcactecggatcagtaaggectecgecgggaca
ggggcaggggacaggctggctcccactcccactgtecgttectecgectagetececctgggagteccectteccca
gagagcgagcgcatctcatctcctctceccecgegetcactagectgecgatgecttttectttagatgtgggge
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tttgggtccgeccgecgcectcgggecggtcaggtgectgteccgecgegetcgggeggtcaggtgetgtecgeccg
ggagggcgtttgggcaggtcggtcttcgagatgatgecctgtccaaggtgegtacttatttgggaacgecag
atgggcgcggagtgttgcttggtgcacgtgtctgagtgcagggccgagtgcacacctgcecccatccccage
ctctcttctctggtcccagtattttagggaattttgtggatatcgaacagecttecctgecccaggtccaag
tgcgcttgggtctgactgtgtggggtttcttgtctctgectgtecgtcagtgggtaatgtgeggtgtgegt
cattgctgatgcgcacgtaggtgcgtatgtgtccggagtgtttttgtagcagagcttaaccgtggaatat
cttatatgctggcaaaacactgataatcaagtttccaacttggttttggaatgcgttgattattcataaa
tgagaaaattgtgagacagttcctaaaccagtcagctattgcgttgctctgectctctaaattgaagtgt
ttttccecetttggggeccatcttcaacccaggaagtcgaccceccccecccccccagcatacattgeccaggaa
tgcttagtagctgggctttctctccageccccaagaggagtgttttcaaagcatgaaatttgttatectca
gacatccagctggacgttgtcctggtagctcctgectcattatggcagtataggaaatggaccgtttttt
ccctatcatatcagcttagtgatatttagaaacatatgcacaccataattaaatgaaccagactgacaca
gcaaactacctcaacaccaataaatatggttgggtaagcaaataccatttgcttatccgtteccecttgtaa
gacctttggggtgaggagccagaggcatccctgagtcecctcecttacgcatcacaattcactgcagtatgtyg
acagaattgtgttgttgtttgttttttcaagacaggctttctctgtgtageccctggectgtecctggaacte
actctgtaacccaggctggcctcaaactcagagatccatctgectccacctececccagtgetgggattaaa
gtcatatggcactactacctggatgtgactgaatatttgtaggagacctagttttttgtggctgecttgtyg
ttccagggaactaattggtaaaggtcttaaaccttggctcecctttggaaggtaaaggaggttggcaaaga
ggaaatacattctgattattaattctaataattctgattatttaaaagtatatagtttagggcttcagac
ccagacattcagagtacttgttactctggcaaaggacttggatctgatttccagcacagcacgtgatgge
tcacaaccatctgtaaatcccagggactcacatgggcattcatacacacacaaatcttaggaaacactta
aaaataaaatacttgccaggcgtggtggctcatgecctttaatcccagcactcgggaggcagaggcgggca
gatttctgagttcaagggcagcctggtctacaaagtgagttccaggacagccagggctacacagagaaac
cctgtcttaaaacaaacaaacaaacaaacaaacacctaataaaaccaaaatacttagcttegttttattce
tgtttttaaaaagaatactgtgataggtgctagagaggtggctcagaagtttaaaacacttgatactttt
tgtttgtttctttcttttttctgagacaaagtttctectgtgtaaccctggectgtecctggaactcactcag
gactgtcctcaaactgacaaataccctcctacctcecttecttecccagtacttccaaggectgagattgaaggt
gtgtgccaccaccatcctgcttggtttatgaactttttaaaaatgtatataggtgttttgectttgtatat
gtgtctgtgtaccacatgcaagcctggaacttgctgagatcagaggaggtgttggatccecctgaaactgg
agccactacatgggtattaggaattgaacccaggtcctctgtaagaacaactgctcttaaccactaagcect
agctcttcagccctggagtatgtgatactcctgaagagggcccatgcccagtttceccagcacccacttggt
ggttagcgcaactatccataactctagttccagggtacctggtttgttctgacttctcagggtaccaggce
tgggtgtgttggcctttagtcccagtattctggaggcagaggcagaaggatttctgtgagttccaggact
gcctgaactacatagtaagttctgagatagccaggcctacatagaaagacccttagaacaaacaaacaaa
atcctagataagtcaaagatgaaaataaaaaccccagtattagagataactagttaatactgtgatataa
ccatatgtatcttatatatgttatgtatgtatgtgcttgtaatttaacaaaaataaaattatgatattca
tagtaattggtaagctatgttttccatttatgaatttatttttaattgatctttagtgtaagcatatgag
taccagtgtgccacatgttcatgtcagtggacaactttgtggaattggttctttccttctacctttacgt
ggcttctggggtttcatgggtcaaactcactgccagagttgcatagcaagcacttttttctgecggageca
tcttgcttaccctatattcacttttttaaatggctttctaaaagttttattttgeccgggegtggtggcetce
acacctttaatcccagtacttgggaggcagaggcaggcggatttctgagttcgaggeccagectggtcectac
aaagtgagttccaggacagccagggctatacagagaaaccctgtcttgaaaaaccaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaacccaaaaaacaaaaaaaaaaactgtctaagctaagcatgatggtgcatgetttagtett
agcacccaagaggcagaggcaggtggatccctgagttcaaagccagectggtctacagagtgagttceccag
gacagccagagctacacagagaaagcctatcttaggggaaaaaaaaagtcttctaagtctaataacatta
aaagaagtcttaagatcagcggttctccaccttecctaatgtattaaagggcttaactctttaacccttta
aaacagttcttcatgttgtgctgacccccaatcgtaaaataattctcattgttacttcaaaactttagtt
ttgctcctgttatgaattgtaatgtaaatatctgtgttttctgatggtcttaggecccctectgtgaaagg
gttgtttgaccccaaagggtcaagacctacaggttgagaaccattgctttagatgtttttggagttttat
accagtgtgagagacctttgcggctggcatggagacaaaagcatacagtggcagagaacagacaggaagt
tggtgattggctgattttatatagggcagtttatcatggagtaaggtcttagataggcctcactccacct
gagtgaggtagacatcctatatctttattccatagataagtaatattaagtgggcttcctaaaggcgcecat
aacgataccacgatatcaacaagtttgtacaaaaaagcaggctggcgccggaaccgaagttcecctattecg
aagttcctattctctagaaagtataggaacttcgaaccctttcccacaccaccctceccacacttgecccaa
acactgccaactatgtaggaggaaggggttgggactaacagaagaacccgttgtggggaagctgttggga
gggtcactttatgttcttgcccaaggtcagttgggtggectgecttectgatgaggtggtcccaaggtectgg
ggtagaaggtgagagggacaggccaccaaggtcagccccecceccceccecccctateccataggageccaggtececte
tcctggacaggaagactgaaggggagatgccagagactcagtgaagcctggggtaccctattggagtect
tcaaggaaacaaacttggcctcaccaggcctcagecttggectecctecctgggaactctactgeeccttggga
tccececttgtagttgtgggttacataggaagggggacgggattcceccttgactggectagectactetttte
ttcagtcttctccatctcecctctcacctgtctctecgaccecttteecctaggatagacttggaaaaagataag
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gggagaaaacaaatgcaaacgaggccagaaagattttggctgggcattccttceccgectagettttattggg
atcccctagtttgtgataggccttttagctacatctgccaatccatctcattttcacacacacacacacc
actttccttctggtcagtgggcacatgtccagcecctcaagtttatatcaccacccccaatgcecccaacactt
gtatggccttgggcgggtcatcccecceccecceccceccacccecccagtatectgecaacctcaagectagettgggtgegt
tggttgtggataagtagctagactccagcaaccagtaacctctgceccctttectectccatgacaaccaggt
cccaggtcccgaaaaccaaagaagaagaaccctaacaaagaggacaagcggcecctcgcacagecttcactg
ctgagcagctccagaggctcaaggctgagtttcagaccaacaggtacctgacagagcagcggcgccagag
tctggcacaggagctcggtacccggaagatctggactctagagaattccgeccctcecteeccteccecceccecccece
ctaacgttactggccgaagccgcttggaataaggceccggtgtgegtttgtctatatgttattttccaccat
attgccgtcttttggcaatgtgagggcccggaaacctggecctgtecttecttgacgagcattectaggggt
ctttccceccectcectecgccaaaggaatgcaaggtctgttgaatgtcgtgaaggaagcagttectectggaagett
cttgaagacaaacaacgtctgtagcgaccctttgcaggcagcggaaccccccacctggecgacaggtgect
ctgcggccaaaagccacgtgtataagatacacctgcaaaggcggcacaaccccagtgccacgttgtgagt
tggatagttgtggaaagagtcaaatggctctcctcaagcgtattcaacaaggggctgaaggatgcccaga
aggtaccccattgtatgggatctgatctggggcctcggtgcacatgectttacatgtgtttagtcgaggtt
aaaaaacgtctaggccccccgaaccacggggacgtggttttectttgaaaaacacgatgataagcttgec
acaaccatggaagatcccgtcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggecgttacccaacttaatce
gccttgcagcacatccccecctttecgecagectggecgtaatagcgaagaggecccgcaccgatecgeccttecca
acagttgcgcagcctgaatggcgaatggcgctttgectggttteccggcaccagaagcggtgeccggaaagce
tggctggagtgcgatcttcctgaggeccgatactgtecgtegtececectcaaactggcagatgcacggttacg
atgcgcccatctacaccaacgtgacctatcccattacggtcaatccgececgtttgttecccacggagaatcece
gacgggttgttactcgctcacatttaatgttgatgaaagctggctacaggaaggccagacgcgaattatt
tttgatggcgttaactcggcgtttcatctgtggtgcaacgggcgctgggtcggttacggeccaggacagtce
gtttgccgtctgaatttgacctgagcgcatttttacgecgeccggagaaaaccgectecgeggtgatggtget
gcgctggagtgacggcagttatctggaagatcaggatatgtggcggatgagcggcattttececgtgacgte
tcgttgctgcataaaccgactacacaaatcagcgatttccatgttgeccactecgectttaatgatgatttca
gccgcgctgtactggaggctgaagttcagatgtgecggecgagttgecgtgactacctacgggtaacagttte
tttatggcagggtgaaacgcaggtcgccagcggcaccgcgcectttcggecggtgaaattatcgatgagegt
ggtggttatgccgatcgcgtcacactacgtctgaacgtcgaaaacccgaaactgtggagecgceccgaaatce
cgaatctctatcgtgcggtggttgaactgcacaccgccgacggcacgctgattgaagcagaagectgcga
tgtcggtttccgcgaggtgecggattgaaaatggtcectgectgetgectgaacggcaagecgttgetgattega
ggcgttaaccgtcacgagcatcatcctctgcatggtcaggtcatggatgagcagacgatggtgcaggata
tcctgctgatgaagcagaacaactttaacgccgtgcgectgttcgecattatccgaaccatececgetgtggta
cacgctgtgcgaccgctacggcctgtatgtggtggatgaagccaatattgaaacccacggcatggtgceca
atgaatcgtctgaccgatgatccgcgctggctaccggcgatgagcgaacgcgtaacgcgaatggtgcage
gcgatcgtaatcacccgagtgtgatcatctggtecgectggggaatgaatcaggeccacggcgctaatcacga
cgcgctgtatcgctggatcaaatctgtcgatcecttceccececgeccggtgcagtatgaaggcggcggagccgac
accacggccaccgatattatttgcccgatgtacgcgecgegtggatgaagaccagecceccttcecececggetgtge
cgaaatggtccatcaaaaaatggctttcgctacctggagagacgcgcecccgcectgatectttgecgaatacge
ccacgcgatgggtaacagtcttggcggtttcecgctaaatactggcaggecgtttecgtcagtatececeegttta
cagggcggcttcgtctgggactgggtggatcagtcgectgattaaatatgatgaaaacggcaacccgtggt
cggcttacggcggtgattttggcgatacgccgaacgatcgccagttectgtatgaacggtctggtetttge
cgaccgcacgccgcatccagcgctgacggaagcaaaacaccagcagcagttttteccagttecgtttatcee
gggcaaaccatcgaagtgaccagcgaatacctgttccgtcatagcgataacgagctcecctgcactggatgg
tggcgctggatggtaagccgctggcaagcggtgaagtgectctggatgtecgecteccacaaggtaaacagtt
gattgaactgcctgaactaccgcagccggagagcgccgggcaactcectggectcacagtacgecgtagtgecaa
ccgaacgcgaccgcatggtcagaagccgggcacatcagecgecctggcagcagtggegtectggecggaaaacc
tcagtgtgacgctccccgceccgcegtcecccacgceccatecccecgcatcectgaccaccagcgaaatggatttttgeat
cgagctgggtaataagcgttggcaatttaaccgccagtcaggectttectttcacagatgtggattggecgat
aaaaaacaactgctgacgccgctgcgcgatcagttcacccgtgcaccgectggataacgacattggegtaa
gtgaagcgacccgcattgaccctaacgcecctgggtcgaacgctggaaggcggcgggccattaccaggecga
agcagcgttgttgcagtgcacggcagatacacttgctgatgcggtgctgattacgaccgctcacgecgtgg
cagcatcaggggaaaaccttatttatcagccggaaaacctaccggattgatggtagtggtcaaatggcga
ttaccgttgatgttgaagtggcgagcgatacaccgcatccggecgecggattggectgaactgeccagetgge
gcaggtagcagagcgggtaaactggctcggattagggccgcaagaaaactatcccgaccgecttactgec
gcctgttttgaccgctgggatctgccattgtcagacatgtatacccecgtacgtecttecccgagcgaaaacyg
gtctgcgctgcgggacgcgcgaattgaattatggcccacaccagtggecgecggecgactteccagttcaacat
cagccgctacagtcaacagcaactgatggaaaccagccatcgccatctgectgcacgcggaagaaggcaca
tggctgaatatcgacggtttccatatggggattggtggcgacgactcctggageccecgtcagtatcggegg
aattccagctgagcgccggtcgctaccattaccagttggtctggtgtcaaaaataataataaccgggecag
gggggatctaagctctagataagtaatgatcataatcagccatatcacatctgtagaggttttacttget
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ttaaaaaacctcccacacctcceccececctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgt
ttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttc
actgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatccggaataacttce
gtatagcatacattatacgaagttatgtttaaacggcgcgccccggaattcgecttctgcaggagegtac
agaacccagggccctggcacccgtgcagaccctggecccaccceccacctgggegectcagtgeccaagagatg
tccacacctaggatgtcccgecggtgggtggggggecccgagagacgggcaggceccgggggcaggectggeca

tgcggggccgaaccgggcactgcecccagegtgggecgcgggggceccacggcecgcgcgeccccageccccgggcec
cagcaccccaaggcggccaacgccaaaactctccecctectectettectcaatectegetetegetettttt

ttttttcgcaaaaggaggggagagggggtaaaaaaatgctgcactgtgcggcgaagccggtgagtgageg
gcgcggggccaatcagcgtgcgcecgttccgaaagttgecttttatggectcgagecggeccgcggcggcgcce
tataaaacccagcggcgcgacgcgccaccaccgccgagaccgecgtcececgececcgecgagcacagagectege
ctttgccgatcctctagagtcgagatccgecgeccaccatgattgaacaagatggattgcacgcaggttet
ccggccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggectgectcectgatgecg
ccgtgttccggctgtcagecgcaggggcgeccggttetttttgtcaagaccgacctgtecggtgecctgaa
tgaactgcaggacgaggcagcgcggctatcgtggectggeccacgacgggegttecttgegecagetgtgcetce
gacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggatctectgtecat
ctcaccttgctcctgccgagaaagtatccatcatggectgatgcaatgcecggecggectgcatacgettgatcecce
ggctacctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaageccggt
cttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgeccageccgaactgttecgecaggetcea
aggcgcgcatgcccgacggcgaggatctegtcecgtgacccatggecgatgectgettgecgaatatcatggt
ggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggeccggectgggtgtggecggaccgctatcaggacata
gcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggecggcgaatgggctgaccgecttectegtgetttacyg
gtatcgccgctcccgattcgcagecgcatecgecttectategecttettgacgagttecttectgagegggact
ctggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgccatcacgagatttcgattccaccgecgect
tctatgaaaggttgggcttcggaatcgttttccgggacgecggectggatgateccteccagegeggggatet
catgctggagttcttcgcccacccececececggatctaagetctagataagtaatgatcataatcagceccatatce
acatctgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctccccecctgaacctgaaacataaaatga
atgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaa
tttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttat
catgtctggatccgggggtaccgcgtcgagaagttecctattccgaagttectattctectagaaagtatag
gaacttcgtcgagataacttcgtatagcatacattatacgaagttatgtcgagatatctagacccagcett
tcttgtacaaagtggttgatatctctatagtcgcagtaggcggttagtttctaactcactgcagacgcag
aatgtgggaacagtcagacggatgctgtgtttccatctcgtcecccatecctcacgggaaacacaaagacac
acaccattgctggatgcactctgtttccagtgtttgccggacatcagtacgtgcaatgatttaggaggtg
gctcgaaataaaggactgaaaagttcagagttccttttaaaagagactagagagtcagattggcaacctce
tcgcactggggtggaagttaggatcacagaacctgccagatggttcaaagaggaggcctaggatgacage
ccatgacaggtccgtgttccaggaggaggaggaggaggaggaggagggagcatcctcaggecttcectgectt
cccgtctctttcccccaaacagtgacgcctcacacagcggcatgctgcctcgactt_tgctttt
ctacactattgcagagggacaggagcgtatccctatccacaagttcaccac
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