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L’esquizofrènia és una malaltia psiquiàtrica complexa en la que influeixen la 

combinació de factors genètics i factors ambientals. Fins a la actualitat s’han 

identificat múltiples gens associats a l’esquizofrènia però no s’ha pogut establir que 

cap alteració genètica sigui causant de la malaltia.  

Una de les hipòtesis etiopatològiques més recolzades  per l’esquizofrènia en les 

últimes dècades, és la teoria del neurodesenvolupament. Aquesta hipòtesi postula 

que l’origen de la esquizofrènia tindria lloc per alteracions de la neurogènesi i 

gliogènesi en les etapes del desenvolupament perinatal. La manifestació clínica 

d’aquestes alteracions no tindria lloc fins al final de l’adolescència.   

L’any 1998 el nostre grup es va interessar pel gen del Receptor Domini Discoidina 1 

(DDR1) com a possible gen candidat en l’esquizofrènia.   

Es van iniciar dues línies d’investigació diferents que han donat lloc a 3 tesis 

doctorals ja defensades: 

1. Anàlisi mutacional i estudi d’associació del gen receptor domini discoidina 1 

(DDR1) en l’esquizofrènia. Tesi doctoral defensada l’any 2004 per Carme 

Virgos.  

2. Expressió del receptor domini discoidina 1 (DDR1) durant el desenvolupament 

dels sistema nerviós central en ratolí. Relació amb el procés de mielinització. 

Tesi doctoral defensada l’any 2006 per Neus Franco.  

3. Expressió del receptor domini discoidina 1 (DDR1) en cervell humà. Relació 

amb l’esquizofrènia. Tesi doctoral de Bàrbara Roig defensada el 2007. 

Els resultats d’aquests estudis s’han publicat en els següents articles: 

Franco-Pons N, Tomas J, Roig B, Auladell C, Martorell L,Vilella E (2009) Discoidin 

domain receptor 1, a tyrosine kinase receptor, is upregulated in an experimental 

model of remyelination and during oligodendrocyte differentiation in vitro. J Mol 

Neurosci 38:2-11.  

Franco-Pons N, Virgos C, Vogel WF, Urena JM, Soriano E, del Rio JA,Vilella E 

(2006) Expression of discoidin domain receptor 1 during mouse brain 

development follows the progress of myelination. Neuroscience 140:463-475.  

Franco-Pons N, Torrente M, Colomina MT,Vilella E (2007) Behavioral deficits in the 

cuprizone-induced murine model of demyelination/remyelination. Toxicol Lett 

169:205-213.  

Justificació _________________________________________________________  
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Roig B, Franco-Pons N, Martorell L, Tomàs J, Vogel WF, Vilella E (2010) Expression 

of tyrosine kinase discoidin domain receptor 1 (DDR1) in human central nervous 

system myelin. J Brain Research 10.1016/j.brainres.2010.03.099 

Roig B, Virgos C, Franco N, Martorell L, Valero J, Costas J, Carracedo A, Labad 

A,Vilella E (2007) The discoidin domain receptor 1 as a novel susceptibility gene 

for schizophrenia. Mol Psychiatry 12:833-841.  

La línia de recerca de DDR1 en relació amb l’esquizofrènia continua activa en el 

grup i es segueix tant el model experimental in vivo (estudiant el comportament en 

pacients esquizofrènics en funció de les variants del gen DDR1 o estudiant ratolins) 

com in vitro (línies cel·lulars, estudi de teixit).   

 

La present tesi doctoral es centra en dos models. Per una banda s’ha estudiat  

l’expressió de DDR1 en línies cel·lulars oligodendroglials sotmeses a diferenciació. 

Per altra banda s’ha aprofundit en l’avaluació conductual del model murí de 

desmielinització-remielinització induïda per cuprizona. Finalment s’ha caracteritzat 

tant histològicament com funcionalment el ratolí deficient en DDR1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

_________________________________________________________ Justificació 
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1. Esquizofrènia 

L’esquizofrènia és un trastorn mental que presenta alteracions de diversos aspectes 

de la constitució psíquica de l’individu i una desorganització dels aspectes de la 

personalitat que afecta alguns atributs humans fonamentals com el llenguatge, el 

pensament, la percepció, l’afectivitat i el sentit d’un mateix.   

El deteriorament de la funcionalitat mental en aquests malalts interfereix notablement 

amb la seva capacitat per afrontar algunes de les demandes ordinàries de la vida o 

mantenir un adequat contacte amb la realitat. 

L’activitat cognitiva de l’esquizofrènic no és normal, hi ha incoherències, 

desconnexions i existeix una gran repercussió en el llenguatge, doncs no pensa ni 

enraona de forma normal.   

Té una prevalença aproximada d’un 1% en la població mundial i es caracteritza per 

ser una malaltia crònica, severa i recurrent, i que comporta un gran impacte en la 

vida social del malalt i del seu entorn familiar. Els símptomes de la malaltia inclouen 

al·lucinacions auditives i visuals, i idees delirants. 

L’esquizofrènia afecta per igual en homes que en dones, tot i que en el cas dels 

homes l’edat d’inici es troba generalment entre els 16 i 24 anys, mentre que en les 

dones l’edat d’inici és entre els 20 i 34 anys. 

Hi ha diverses teories per a explicar l’etiopatogènia de l’esquizofrènia. Una se centra 

en els neurotransmissors, principalment la dopamina, el glutamat, l’acetilcolina, la 

serotonina, el GABA i la noradrenalina (Owen i Simpson, 1994). Una altra  hipòtesi 

es basa en un factor metabòlic que és el de la transmetilació (Smythies, 1983). 

Torrey i Peterson varen proposar la hipòtesi viral per l’esquizofrènia que postula que 

el desencadenament de la malaltia seria una infecció vírica (Torrey i Peterson, 

1976). També s’ha proposat la hipòtesi dels fosfolípids de membrana que es 

focalitza en la importància d’aquestes molècules en el correcte funcionament de les 

neurones (Pettegrew et al., 1991). Finalment, la hipòtesi del neurodesenvolupament 

(Weinberger, 1987) postula que l’origen de l’esquizofrènia tindria lloc per alteracions 

durant el desenvolupament embrionari del cervell que conferirien susceptibilitat a 

desenvolupar la malaltia en l’adolescència. Durant l’etapa postnatal i infantesa tenen 

lloc una sèrie de processos de maduració en el cervell humà i no és fins al final de 

l’adolescència que es considera que el cervell és madur i es caracteritza per 

presentar el volum màxim de substància grisa. A partir d’aquesta etapa, la 

substància grisa es va reduint progressivament al llarg de tota la seva vida. Tots els 

__________________________________________________________ Introducció 
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processos de maduració que tenen lloc fins a l’etapa de l’adolescència, juntament 

amb factors ambientals estressants, provocarien la manifestació clínica tardana 

d’alteracions latents.  

Hi ha múltiples evidències que donen suport a  aquesta teoria. S’ha vist que els 

malalts esquizofrènics poden presentar alteracions morfològiques en el cervell a 

l’inici de  la malaltia que romanen estàtiques i que no progressen al llarg de la 

malaltia com són l’agènesi parcial o total del cos callós, l’eixamplament dels 

ventricles laterals acompanyat de reduccions en volum dels lòbuls temporal i frontal, 

i del nucli talàmic, i/o les alteracions neuronals des del punt de vista d’organització, 

especificitat i connectivitat. Un altre fet que dóna suport a la teoria del 

neurodesenvolupament és l’absència de gliosi que poden presentar els malalts. 

S’entén com a gliosi la manifestació del cervell en resposta a un dany amb expressió 

de cèl·lules necròtiques i/o apoptòtiques. Per tant, alteracions cerebrals sense gliosi 

són indicatives d’alteracions que tenen lloc durant el desenvolupament del cervell. 

 

2. DDR1 i esquizofrènia  

Un únic estudi publicat fins al moment i realitzat en el nostre grup, ha vinculat el gen 

receptor domini discoidina 1 amb l’esquizofrènia. En aquest estudi es va trobar 

associació entre una variant nucleotídica o SNP (del anglès Single Nucleotide 

Polymorphism) del gen DDR1  amb l’esquizofrènia (Roig et al, 2007). En concret es 

va trobar associat l’SNP rs1049623 (Figura 1). Quan es va estratificar l’anàlisi per 

gènere l’associació entre l’SNP rs1049623 i esquizofrènia existia només en homes. 

En el mateix treball es va demostrar que l’expressió del gen, mesurada per la tècnica 

d’RT-PCR quantitativa en limfòcits de sang perifèrica obtinguts dels pacients, era 

diferent en funció del genotip de l’SNP rs1049623 que cada individu tenia. Es a dir 

els individus homozigots per l’al·lel de risc mostraven unes concentracions d’RNAm 

de DDR1 significativament inferior que els altres (Roig et al., 2007). 
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Figura 1. Distribució SNP’s DDR1 en 6p21.3. El gen DDR1 en humans està composat per 
17 exons distribuïts en 15.6 kb del genoma. Un total de 16 SNP’s han estat detectats en 
aquesta regió, dels quals un s’ha vist que presenta una clara associació amb l’esquizofrènia 
(SNP 9). 

 

3. DDR1 i mielina 

En ratolí, DDR1 es troba expressat en oligodendròcits madurs i presenta els seus 

nivells més alts d’expressió durant l’estadi de mielinització post natal, al voltant del 

dia postnatal 15 (Franco-Pons et al., 2006). En l’adult els nivells d’expressió no son 

tant alts però es mantenen en alguns oligodendròcits madurs. 

En humà vam detectar per marcatge combinat d’hibridació in situ de DDR1 i 

d’immunohistoquímica pel marcador Factor von Willebrand, la col·localització de 

DDR1b en les cèl·lules endotelials dels vasos sanguinis en cervell humà. Per la 

tècnica d’RT-PCR a temps real vam quantificar l’expressió de l’RNAm de les 5 

isoformes conegudes de DDR1 en el còrtex cerebral humà. Vam observar que la 

isoforma més abundant en cervell humà era DDR1b, seguit de DDR1c i DDR1a. 

L’expressió de les isoformes d i e de DDR1 va ser inferior a 1. Envers aquests 

resultats, ens vam plantejar quantificar l’expressió de les 5 isoformes de DDR1 en 

les línies cel·lulars humanes d’oligodendròcits HOG16 i MO3.13, la línia cel·lular 

endotelial HUVEC i la línia cel·lular de carcinoma de còlon. Vam veure que DDR1b 

és la isoforma que més s’expressa en totes les línies cel·lulars, i presenta uns nivells 

d’expressió deu vegades superior en les cèl·lules HUVEC en comparació el còrtex 

humà. Quan els valors d’expressió de DDR1b es van treure vam veure que DDR1c 

és la segona isoforma de DDR1 més abundant, essent 4 vegades superior en còrtex 

humà que en la resta de línies cel·lulars. La tercera isoforma més abundant és 
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DDR1a amb una valor d’1 ja que es va considerar com el valor de referència. Les 

isoformes DDR1d i DDR1e van presentar valors d’expressió menors d’1 en totes les 

línies cel·lulars analitzades. 

Es va estudiar l’expressió proteica en cervell humà de DDR1. L’anticòs DDR1 C-

terminal va marcar intensament la substància blanca i les fibres de mielina de la 

substància grisa mentre que l’anticòs DDR1 N-terminal presentà un marcatge 

restrictiu de cèl·lules endotelials de vasos sanguinis en la substància grisa, patró 

molt similar a l’obtingut amb la hibridació in situ. En la substància blanca a part del 

marcatge endotelial també es va observar un marcatge cel·lular de morfologia 

estel·lar i mida compatible amb la morfologia de cèl·lules glials, com els astròcits i 

els oligodendròcits. 

Per tal de caracteritzar les cèl·lules que expressen DDR1 es va realitzar un estudi de 

col·localització amb diferents marcadors histològics. El marcatge de fibres de mielina 

per part de l’anticòs DDR1 C-terminal es va comparar amb el marcador de mielina 

MBP. Els nostres resultats van mostrar una clara col·localització de marcatge entre 

els dos marcadors. 

Es va emprar com a marcador d’astròcits la GFAP i com a marcador 

d’oligodendròcits madurs l’APC. Els nostres resultats van demostrar que DDR1 

estava present només en algunes cèl·lules GFAP positives de la substància blanca i 

que alguns oligodendròcits expressaven la part extracel·lular de DDR1 en el seu cos 

cel·lular (tesi doctoral B Roig, 2007). 

Tots aquests resultats suggereixen que DDR1 participa en el desenvolupament i 

manteniment de la beina de mielina.  

 

4. Mielina 

La mielina és el principal component de la substància blanca en l’SNC. Es tracta 

d’una estructura espiral constituïda per extensions de membrana citoplasmàtica de 

les cèl·lules glials mielinitzants, els oligodendròcits. Aquesta estructura es coneix 

com a beina de mielina i observada en talls transversals al microscopi electrònic 

presenta una estructura periòdica formada per línies concèntriques denses 

alternades amb línies concèntriques clares (Figura 2).  
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Figura 2. Secció coronal àrea de substància blanca en la qual s’indica la localització del axó 
i de la mielina. La mielina en microscopia electrònica apareix com una estructura 
multilaminar  de bandes denses i bandes clares. L’escala emprada ha estat de 1000 nm. 

 

Els oligodendròcits, terme introduït per Rio Hortega l’any 1928, són cèl·lules 

neuroglials en les quals per tècniques d’impregnació metàl·lica es marquen 

clarament molts processos cel·lulars. Són les cèl·lules predominants de la 

substància blanca, però també estan a la substància grisa. En la substància blanca 

aquestes cèl·lules es coneixen com a oligodendròcits interfasciculars, ja que són 

responsables de la producció i manteniment de les beines de mielina de les fibres 

nervioses de l’SNC. En la substància grisa embolcallen les cèl·lules nervioses, 

donen suport neuronal i reben el nom d’oligodendròcits satèl·lits (Baumann and 

Pham-Dinh, 2001).  

Els oligodendròcits es caracteritzen per la seva morfologia: cos cel·lular petit, nuclis 

petits i esfèrics amb cromatina densa, citoplasma amb elevada densitat electrònica i 

alt contingut de reticle endoplasmàtic i poliribosomes, absència de filaments 

intermedis i presència d’un gran nombre de microtúbuls llargs en els seus processos 

(Snell, 2003).  

Com ja s’ha comentat prèviament, els oligodendròcits interfasciculars formen les 

beines de mielina. Aquestes cèl·lules es presenten en files entre els axons mielínics i 

són els seus processos citoplasmàtics els que formen les beines. Un oligodendròcit 

conté diversos processos citoplasmàtics, cadascun dels quals contacta i embolcalla 

repetidament un axó. En un mateix axó coexisteixen beines de mielina adjacents de 

diferents oligodendròcits. Per una altra banda, el nombre de processos 

citoplasmàtics que formen les beines de mielina a partir d’un sol oligodendròcit varia 

segons l’àrea de l’SNC. A part dels oligodendròcits hi ha 3 tipus principals de 
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cèl·lules neuroglials en l’SNC: els astròcits,  la microglia i l’epèndima o cèl·lules 

ependimàries (Figura 3). 

L’aposició de les superfícies citoplasmàtiques de les prolongacions dels 

oligodendròcits formen les línies denses. La fusió de les parts extracel·lulars de les 

membranes dels oligodendròcits generen les línies clares. Cada beina de mielina té 

una longitud aproximada de 150-200 μm, té una elevada resistència a la pèrdua de 

corrent i una elevada capacitància. La beina de mielina és discontínua, ja que 

s’interromp en intervals regulars formant els nòduls de Ranvier. La beina de mielina i 

els nòduls de Ranvier són importants en la velocitat i el tipus de conducció sinàptica 

elèctrica dels axons (figura 4). La mielina és una estructura poc hidratada (40% 

aigua) en comparació amb la substància grisa i està constituïda per un 70% de lípids 

i un 30% de proteïnes, fet que la fa peculiar respecte les altres membranes cel·lulars 

que presenten generalment una relació lípid-proteïna inversa. El seu gruix, el seu 

baix contingut en aigua i la seva riquesa en lípids facilita la ràpida transmissió 

sinàptica dels senyals entre neurones (Baumann and Pham-Dinh, 2001). 

 

Epèndima                         Astròcit                          Microglia

Neurona                                                    Vas          Oligodendròcit

 

Figura 3. Tipus cel·lulars en el Sistema Nerviós Central. Aquest està compost per neurones 
i cèl·lules glials. Els oligodendròcits, astròcits i la microglia estan íntimament associats amb 
les neurones. Els oligodendròcits tenen la funció de recobrir els axons de les neurones i 
formar la beina de mielina. Els astròcits tenen funció tròfica i estan associats amb els vasos 
sanguinis. Les cèl·lules de l’epèndima revesteixen els ventricles i contribueixen en la 
circulació del fluid cerebroespinal. 
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4.1. Composició de la mielina 

La mielina té dos constituents específics: les proteïnes i els glicolípids que són 

sintetitzades pels oligodendròcits.  

 

4.1.1. Proteïnes 

Les proteïnes de la mielina comprenen el 30% dels pes de la mielina. El 80%  del 

total proteic està compost per dues proteïnes de baix pes molecular: l’MBP (de 

l’anglès, myelin basic protein) i la  isoforma DM20 de la PLP (de l’anglès, proteolipid 

protein).  

A continuació es fa una breu descripció de les proteïnes més rellevants en la mielina:   

 

MBP (de l’anglès, myelin basic protein) 

És una família proteica que constitueix el 30% de les proteïnes de la mielina. En 

humans el gen de l’MBP està compost per 7 exons distribuïts al llarg de 45 kb en la 

regió cromosòmica 18q22-qter (Saxe et al., 1985; Sparkes et al., 1987; Kamholz et 

al.,1988). Per mecanismes d’empalmament (de l’anglès, splicing) alternatiu es 

generen 4 isoformes majoritàries d’ un pes molecular de 21.5, 20.2, 18.5 i 17.2 kDa 

en humans. El gen de l’MBP forma part d’una llarga unitat de transcripció  que 

genera els diferents transcrits d’MBP i que es coneix amb el nom de gen Golli-MBP. 

El gen Golli-MBP està format per 10 exons, 7 dels quals constitueixen el gen propi 

de l’MBP i s’estén al llarg de 179 kb en humans (Pribyl et al., 1993). S’ha vist en 

ratolins mutats parcialment per l’MBP que aquesta proteïna té un paper important en 

la compactació de la mielina (Privat et al., 1979; Roach et al., 1985). En ratolins 

shiverer, on s’elimina una llarga porció del gen de l’MBP, es veu una menor 

compactació de la mielina en l’SNC (Readhead et al., 1990). En concordança amb 

els resultats en ratolins, també s’ha vist que rates Long Evans amb una mutació en 

el gen MBP que provoca una transcripció aberrant del gen presenten una pèrdua de 

la mielina compacta de l’SNC (Carre et al., 2002).  

 

PLP/ DM20 (de l’anglès, proteolipid proteins) 

Constitueixen el 50% de les proteïnes de la mielina. El gen PLP està format per 7 

exons, té una longitud de 15 kb i està en el cromosoma Xq22 en humans (Willard et 

al., 1985; Morello et al., 1986). Aquest gen, per mecanismes d’empalmament 

alternatiu, codifica dues isoformes conegudes com a PLP i DM20. PLP conté els 7 
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exons, mentre que DM20 conté una deleció de 35 aminoàcids en la part 5’ de l’exó 

3. S’ha vist que la proteïna PLP humana és 100% homòloga a la proteïna PLP 

murina (Diehl et al., 1986; Macklin et al., 1986). Quan s’anul·la l’expressió de PLP i 

DM20, els oligodendròcits mantenen la seva capacitat de mielinitzar i compactar les 

beines de mielina, però a nivell estructural s’observa que les línies intraperiòdiques 

de mielina es fusionen i afecten així la seva estabilitat física. Aquest fet suggereix 

que la PLP en la mielina forma una membrana molt estable un cop la compactació 

ha tingut lloc (Bögler et al., 1990; Klugmann et al., 1997). La patologia principal dels 

ratolins genoanul·lats per PLP és una degeneració dels axons mielinitzats (Griffiths 

et al., 1998). 

 

CNP (de l’anglès, 2’,3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase) 

Representa el 4% de les proteïnes de mielina. En humans el gen CNP està format 

per 4 exons distribuïts al llarg de 7 kb en el cromosoma 17q21. Per mecanismes 

d’empalmament alternatiu es generen 2 isoformes CNP1 i CNP2, amb un pes 

molecular de 48 i 46 kDa, respectivament (O’Neill et al., 1997). La proteïna CNP no 

es localitza exclusivament en la mielina, sinó que també està en les cèl·lules 

fotoreceptores de la retina (Vogel et al., 1988). Aquesta proteïna es localitza en el 

citoplasma axonal no compactat de l’oligodendroglia i en els llaços (de l’anglès, 

loops) paranodals (Trapp et al., 1989). En ratolins transgènics la sobreexpressió de 

CNP pertorba la formació de la mielina i crea prolongacions aberrants de la 

membrana dels oligodendròcits (Gravel et al., 1996). Per una altra banda, els ratolins 

genoanul·lats per CNP sembla que mielinitzen normalment, però presenten 

protuberàncies axonals i un procés de degeneració que els causa la mort prematura 

a l’etapa adulta (Lappe-Siefke et al., 2003). 

 

MAG (de l’anglès, myelin associated glycoprotein) 

Representa un 1% de les proteïnes de mielina. El gen MAG s’estén al llarg de 16 kb 

pel cromosoma 19 en humans. Està format per 13 exons i per empalmament 

alternatiu es generen 2 isoformes: L-MAG (large-MAG) i S-MAG (small-MAG). 

Aquestes dues proteïnes corresponen a polipèptids de 72 i 67 kDa, respectivament. 

L-MAG està implicat en l’activació de la proteïna tirosina quinasa Fyn i suggereix una 

implicació de la cascada de fosforilació de les tirosines en la mielogènesi. S’ha vist 

que ratolins deficients en Fyn presenten alteracions de la mielinització i que la 
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diferenciació morfològica dels oligodendròcits depèn de l’activació tirosina quinasa 

de Fyn (Urenjak et al., 1992; Osterhout et al., 1999). 

Entrant més en detall de la funció de MAG, s’ha vist que els ratolins deficients en 

MAG presenten retards en la compactació i un major nombre de beines de mielina 

que embolcallen els axons. Aquest fet suggereix que MAG té un paper d’ajuda als 

oligodendròcits perquè distingeixin axons mielinitzats dels no mielinitzats en l’SNC 

(Li et al., 1994; Montag et al., 1994). A més, s’ha vist que els ratolins deficients per 

l’L-MAG però amb S-MAG intacte presenten les mateixes alteracions que els 

animals deficients per MAG, per contra la mielina del sistema nerviós perifèric (SNP) 

es manté normal. Aquestes dades indiquen que l’L-MAG té un paper crític en l’SNC, 

mentre que l’S-MAG estaria directament implicada en la mielina de l’SNP (Fruttiger 

et al., 1995; Carenini et al., 1997; Fujita et al., 1998). Estudis in vitro de cèl·lules de 

Schwann transfectades correlacionen la sobreexpressió de MAG amb una 

hipermielinització i, contràriament, una baixa expressió de MAG amb una 

hipomielinització (Meyer-Franke et al., 1994; Filbin et al., 1996). Una altra funció 

atribuïda a MAG és la d’inhibir el creixement axonal en l’SNC després d’una lesió, i 

permet així la reparació del dany (Filbin et al., 1996; Qiu  et al., 2000). Recentment 

s’ha vist que MAG pot ser proteolitzada en el seu domini transmembrana, i forma un 

producte derivat soluble (dMAG). dMAG s’ha implicat en el procés de 

desmielinització a causa que la seva formació es veu augmentada en pacients amb 

esclerosi múltiple (Moller et al., 1996). 

 

MOG (de l’anglès, myelin-oligodendrocyte glycoprotein) 

És una de les proteïnes minoritàries de la mielina que només està present en 

mamífers (Birling et al., 1993). En humans, el gen MOG es localitza en el complex 

major d’histocompatibilitat I (MHCI) en el cromosoma 6p21.3-p22. Aquest gen està 

format per 8 exons, els quals per mecanismes d’empalmament alternatiu generen 6 

transcrits diferents (Pham-Dinh et al., 1995). MOG està en la membrana plasmàtica 

de les prolongacions dels oligodendròcits i en la lamel·la més externa de la beina de 

mielina (Brunner et al., 1989). També és considerat un marcador d’oligodendròcits 

madurs a causa que la seva presència correlaciona amb els últims estadis de 

maduració d’aquestes cèl·lules glials (Solly et al., 1996). Malgrat que la seva funció 

no es coneix del tot, la seva localització en la superfície cel·lular la fan accessible a 

un atac autoimmune. De fet, la immunització amb aquesta proteïna en 
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l’experimentació animal causa una recaiguda-remissió d’una forma d’encefalomielitis 

al·lèrgica experimental (EAE), malaltia que presenta similituds clíniques amb 

l’esclerosi múltiple (Iglesias et al., 2001). Recentment, es considera MOG com un 

important autoantigen de l’esclerosi múltiple (Berger et al., 2003). 

 

MOBP ( de l’anglès, myelin-associated oligodendrocyte basic protein) 

És una proteïna bàsica de mielina. El gen MOBP es localitza en el cromosoma 3p22 

en humans (Holz et al., 1997). Hi ha 3 isoformes generades per empalmament 

alternatiu que corresponen a polipèptids de 8.2, 9.7 i 11.7 kDa. Es localitzen en la 

línia densa de la mielina on sembla que juguen un paper en la compactació de la 

mielina de forma similar a l’MBP. Tal com es detalla en l’apartat 1.3.3., quan el 

procés de mielinització s’inicia, l’RNAm de MOBP a l’igual que succeeix amb l’RNAm 

d’MBP, entre d’altres, és traslladat del cos cel·lular cap a les prolongacions dels 

oligodendròcits (Montague et al., 1997).  

 

Membres de la família tetraspanina 

Proteïnes involucrades en processos de proliferació i migració oligodendroglials. 

Dintre d’aquesta família destaquem OSP (de l’anglès, oligodendrocyte-specific 

protein) i Cx32. OSP és una proteïna present en el SNC i en oligodendròcits que es 

troba codificada, tant en humans com en ratolins, en el cromosoma 3. L’estudi de 

ratolins deficients han permès determinar que OSP és una tight junction protein 

(Morita K et al, 1999). Cx32 són proteïnes de membrana que faciliten la transferència 

d’ions i molècules petites entre les cèl·lules (Bergoffen et al., 1993) i que es troben 

expressades en oligodendròcits però no en la mielina compacta. Aquestes estan 

especialitzades en formar unions tipus gap entre les fibres de mielina (Scherer SS et 

al., 1995).   

 

OMgp (de l’anglès, oligodendrocyte-myelin glycoprotein)  

Proteïna glicosilada que s’uneix a la mielina a través del glicosil fosfatidilinositol i que 

en humans es troba codificada en el cromosoma 17. Es tracta d’un potent inhibidor 

del creixement de les neurites en cultius in-vitro de neurones (Wang et al., 2002; 

Huang et al., 2005). 
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4.1.2. Lípids 

La composició lipídica de la mielina és la mateixa que hi ha en altres membranes 

cel·lulars, però amb una proporció molar diferent. Aquests lípids són el colesterol, els 

fosfolípids i els  glicolípids, i es presenten en la mielina amb una proporció molar de 

4:3:2 a 4:4:2; i és el colesterol el lípid majoritari. En la mielina normal no hi ha èsters 

de colesterol. La mielina es caracteritza per la seva riquesa en glicoesfingolípids, 

particularment galactocerebròsids  com les galactosilceramides (GalC) i sulfatides 

com les sulfogalactosilceramides. GalC representa el 20% dels lípids de la mielina 

madura.  En la mielina també trobem galactolípids menors com són els èsters 

grassos de cerebròsids i els  galactocerebròsids que contenen àcid siàlic com el 

gangliòsid GM1 i el GM4 (Baumann and Pham-Dinh, 2001). 

 

4.2. Origen i maduració del llinatge oligodendroglial  

Les neurones i altres cèl·lules de l’SNC s’originen a partir de l’ectoderm dorsal de 

l’embrió temprà. Aquest ectoderm s’engrandeix i forma la placa neural. A mesura 

que avança la gestació, els plecs neurals es fusionen formant el tub neural. L’extrem 

rostral del tub neural origina l’encèfal i el cabal forma la medul·la espinal.  

Cap a la quarta setmana del desenvolupament embrionari es formen en el tub neural 

les primeres poblacions cel·lulars, els neuroblasts, els quals són precursors de 

neurones.  

Cap a la dinovena setmana de gestació es comencen a originar els precursors de la 

neuroglia, els glioblasts. D’aquests últims, els precursors d’oligodendròcits s’originen 

en les regions ventrals del tub neural, i en la zona ventricular i subventricular. Un cop 

formats aquests oligodendròcits precursors migren per  l’SNC abans que es 

diferenciïn en oligodendròcits mielinitzants. Aquest procés de migració és massiu i 

de llarg recorregut, per tal de colonitzar específicament diferents territoris del cervell i 

està regulat pels factors de transcripció Olig1 i Olig2. Un cop finalitzen la seva 

migració es col·loquen en els tractes de fibres que seran substància blanca, perden 

part de la seva mobilitat, adquireixen el marcador O4 i es transformen en 

preoligodendròcits.  

Els preoligodendròcits es transformen en oligodendròcits immadurs, cèl·lules que en 

el cas de rates es caracteritzen per la presència del marcador GalC i la pèrdua 

d’expressió dels antígens GD3 i A2B5. En rates, la maduració en oligodendròcits 

madurs no mielinitzants té lloc quan expressen de forma successiva en el temps 
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diferents proteïnes de la mielina: CNP, MBP, MAG i PLP, respectivament. Finalment, 

l’expressió de la proteïna MOG correlaciona amb l’últim estadi de diferenciació en 

oligodendròcits madurs mielinitzants (figura 4). 

Progenitor OA2 

progenitor

Preoligodendròcit Oligodendròcit

madur no 

mielinitzant

Oligodendròcit

madur mielinitzant

PSA NCAM
Nestina
PDGFR

DM20
CNP

A2B5
GD3
NG2

PDGFR
DM20
CNP

A2B5
GD3
NG2
O4

PDGFR
DM20
CNP

O4
RIP

GalC
CNP
DM20

O4
RIP

GalC
CNP
MBP

PLP/DM20
MAG
MOG

 

Figura 4. Procés de maduració del llinatge oligodendroglial. Existeix tant una evolució 
morfològica com antigènica des de l’etapa de progenitor d’oligodendròcits fins l’estadi de 
màxima maduresa dels oligodendròcits, cèl·lules capaces de dur a terme la mielinització. 
Aquesta figura està adaptada de Bauman i Pham-Dinh, 2001.  

 

 

4.3. Distribució de les proteïnes de mielina en oligodendròcits 

La membrana de mielina està composta per diferents subdominis amb una 

distribució proteica desigual  (Figura 5). La mielina compacta es caracteritza per un 

enriquiment en glicoesfingolípids, galactocerebrósids sulfatats i un enriquiment de la 

majoria de proteïnes de la mielina: PLP, DM-20, MBP i MOBP. Les regions no 

compactes de la mielina estan constituïdes per CNP, MAG, MOG i Cx32 ( Kramer et 

al., 2001). La OSP es localitza en una regió molt precisa: en les unions que marquen 

el límit entre la mielina compacta i la no compacta (Bronstein et al., 2000a; Bronstein 

et al., 2000b). 
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Figura 5. Esquema d’un oligodendròcit mielinitzant i distribució de les proteïnes de mielina 
en els diferents dominis de membrana de l’oligodendròcit. A destacar els dominis de la 
mielina que són: mielina compacta, llaços periaxonals, abaxonals i paranodals (Modificada 
de Kramer et al., 2001) 

 

 

4.4. Mielinització 

Durant la formació de la mielina, els oligodendròcits produeixen la membrana de 

mielina a una velocitat que ocupa el primer lloc de tots els sistemes productors de 

membranes cel·lulars conegudes. La mielina es sintetitza com una extensió de la 

membrana plasmàtica i manté una composició bioquímica característica durant 

l’estat adult. 

La mielinització és un procés complex, altament regulat durant el desenvolupament 

en el qual una sèrie de lípids i proteïnes de les cèl·lules glials mielinitzants s’activen 

d’una forma coordinada la síntesi d’una sèrie de lípids i proteïnes. La mielina es 

sintetitza durant el desenvolupament postnatal pels oligodendròcits en el SNC i per 

les cèl·lules de Schwann en el SNP. La funció de la mielina en el SNC i el SNP 

pareix idèntica però existeixen diferències en la biologia cel·lular de la mielinització 

dels oligodendròcits en respecte a les cèl·lules de Schwann. La cèl·lula de Schwann 

té una associació molt íntima amb l’axó que mielinitza i s’alinea al llarg del mateix, 

definint un sol internode mentre que varies extensions d’un sol oligodendròcit 

meilinitzen diferents internodes d’axons diferents (Bunge RP., 1968).  
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4.4.1. Reconeixement oligodendròcit-axó 

En general, es requereix d’un calibre mínim (al voltant d’1µm) per tal que l’axó pugui 

ser mielinitzat, però es desconeix encara com es selecciones aquets axons. Certes 

molècules d’adhesió com L1 i NCAM s’expressen en axons no mielinitzats i durant la 

mielinització disminueixen la seva expressió (Charles et al., 2002). No obstant, no 

està clara la connexió entre la desaparició d’aquestes molècules i l’inici de la 

formació de la beina de mielina al voltant de l’axó. Els factors de creixement 

neuronals NGF també poden estar relacionats amb el reconeixement de l’axó per 

part de les cèl·lules glials. Els NGF s’uneixen a receptors axonals, provocant la 

transcripció de gens neurals que regulen la habilitat dels oligodendròcits o de les 

cèl·lules de Schwann per la mielinització (Chan et al., 2004). Aquesta primera fase 

es dóna en els preoligodendròcits, els quals s’estableixen al llarg de les fibres de la 

substància blanca, mantenint la seva capacitat de divisió. A més a més, aquests 

preoligodendròcits, es converteixen en oligodendròcits immadurs adquirint diferents 

marcadors, llestos per començar el procés de mielinització.  

La utilització d’estratègies transgèniques o knockout han demostrat que en el SNP, 

la neuregulina 1 (Nrg1) regula el gruix de la beina de mielina. La neuregulina 1 

s’expressa en els axons de les neurones, així com en les motoneurones. Els 

receptors de neuregulina ErbB2 i ErbB3 s’expressen en les cèl·lules de Schwann. 

Els nivells de Nrg1 axonal per mitjà de la seva unió al receptor ErbB2 determinen el 

nombre de làmines de mielina que les cèl·lules de Schwann formaran al voltant d’un 

axó (Michailov et al., 2004; Taveggia et al., 2005). És més, la isoforma tipus III de la 

Nrg1 és la única que es conserva en la superfície de l’axó i que activa la fosfoinositol 

quinasa 3, necessària per la mielinització (Taveggia et al., 2005). 

       

4.4.2. Síntesi de la mielina i formació del domini paranodal 

Un cop establert el reconeixement de l’axó per part de les cèl·lules glials té lloc la 

segregació de la mielina des de la membrana plasmàtica de la cèl·lula mielinitzant a 

l’axó. Un avanç important, per entendre com es segrega la mielina des de la 

membrana plasmàtica, va ser el descobriment del fet que certes proteïnes de les 

cèl·lules mielinitzants es sintetitzen in situ, és a dir, en les extensions de 

l’oligodendròcit que rodeja l’axó. Aquest és el cas de la MOBP, la MBP, la CaII i la 

CNP (Ghandour and Skoff, 1991; Tansey et al., 1996; Gould et al., 1999). Altres 

proteïnes implicades en la mielinització es sintetitzen en el cos cel·lular com la MAG, 
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MOG, PLP i DM-20 entre altres. La síntesi de les proteïnes en les extensions dels 

oligodendròcits requereix del  sistema de microtúbuls i de microfilaments. En la 

literatura s’ha descrit un transport actiu de l’RNAm que implica el reconeixement 

d’elements coneguts com a cis-acting RNA elements per part de factors d’unió 

d’RNA trans-acting. 

Aquesta interacció resulta en la formació d’un complex ribonucleoproteic (RNP) que 

és transportat amb l’ajuda de proteïnes motores a través dels filaments del 

citoesquelet. Quan arriben al seu destí els transcrits són alliberats, ancorats i 

traduïts.  

Hi ha alguns RNAm codificadors de proteïnes de mielina, el més conegut del quals 

és l’RNAm de l’MBP, que són transportats en forma de grànuls d’RNA a través dels 

microtúbuls cap a les terminacions dels processos oligodendroglials on es forma la 

mielina (Barbarese et al., 1999; Boccaccio et al., 2000).  

A més a més, els microtúbuls i els microfilaments juguen un paper molt important en 

la extensió de les ramificacions de les cèl·lules mielinitzants. Una proteïna que 

participa en l’organització dels microtúbuls i els microfilaments és la CNP. La CNP 

promou el creixement dels microtúbuls i la arborització de les ramificacions dels 

oligodendròcits facilitant la polimerització dels microtúbuls en els seus extrems (Lee 

et al., 2005). La CNP també indueix la reorganització dels microfilaments d’actina 

afavorint la formació de fil·lopodis, que són essencials per l’establiment de les 

ramificacions (De Angelis and Braun, 1996).  Una altra dada que aporta importància 

al sistema dels microfilaments durant la mielinització és que en absència d’aquests 

mateixos, l’expressió dels gens que codifiquen per les proteïnes de la mielina 

s’inhibeixen, impedint així, el procés de mielinització en les cèl·lules de Schwann 

(Bunge et al., 1989).  

La formació del domini paranodal (unió axo-glial entre la  beina de mielina i 

l’axolema) que separa el node del juxtaparanode, té lloc durant les primeres fases de 

la mielinització. En la formació paranodal s’han identificat la paranodina, la 

contactina i la neurofascina 155 com a proteïnes principals. També es detecten els 

constituents del node de Ranvier com la neurofascina 186, l’anquirina G, la NrCAM i 

la βIV-espectrina. Seguidament apareixen els canals de sodi necessaris per la 

propagació del potencial d’acció  de l’axó. Actualment s’assumeix que una o varies 

proteïnes de l’axó actuen de pioneres en la formació del node en resposta a 

proteïnes de membrana o proteïnes de difusió de les cèl·lules mielinitzants. Un cop 
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arriben al node, actuen com vehicle per agrupar altres proteïnes, incloent-hi els 

canals de sodi (Sherman and Brophy, 2005).     

 

4.4.3. Alteracions en el comportament dels ratolins deficients per 

proteïnes de la mielina 

GM2/GD2 sintetasa  

La GM2/GD2 sintetasa és un enzim clau en la biosíntesi dels gangliòsids important 

per al manteniment dels axons i de la beina de mielina (Sheikh et al., 1999).  

Els animals deficients per aquest enzim desenvolupen neuropaties com dèficits en 

els reflexos, en la força, en la coordinació i  en l’equilibri . També presenten 

anormalitats en el pas: una longitud i amplada del pas reduïda, un increment de la 

longitud entre les potes de darrera i una davallada en el nombre d’aixecaments 

sobre les seves extremitats posteriors (en anglès rearings). Els mutants deficients de 

GM2/GD2 sintetasa caminen fent petits moviments, presenten tremolors i catalèpsia 

i desenvolupen defectes degeneratius i en la mielinització (Chiavegatto et al.,2000).  

 

Tenascina-C 

Glicoproteïna de matriu extracel·lular àmpliament expressada durant els processos 

de desenvolupament i reparació cel·lular. La presència d’aquesta glicoproteïna evita 

la migració dels oligodendròcids progenitors, prevenint d’aquesta manera que tingui 

lloc la mielinització. Els ratolins deficients de tenascina-C presenten un fenotip 

normal tant a nivell anatòmic com histològic (Saga et al., 1992). Mostren, no obstant, 

hiperlocomoció i dèficits en la coordinació (Kiernan et al., 1999)    

 

Prosaposina 

Proteïnes activadores de glicoesfingolípids hidrolases, localitzades en els lisosomes. 

Una disrupció en l’expressió de prosaposines provoca una acumulació de 

glicoesfingolípids en microglia i neurones. Això condueix a processos de 

neurodegeneració i desmielinització. El funcionament motor i de l’equilibri dels 

animals deficients per aquesta proteïna va ser avaluat pel test de ponts estrets (de 

l’anglès, narrow bridges). Aquests animals  exhibien una major dificultat en travessar 

tots els ponts i un deteriorament progressiu en la realització d’aquest test al llarg de 

les setmanes. L’activitat exploratòria i la resposta a la novetat es van analitzar amb 
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el test de l’activitat motora, mentre que el pas dels animals es va avaluar amb la 

tècnica de les petjades. Els animals deficients en prosaposina presentaven 

hiperactivitat i dèficits en la coordinació (Sun et al., 2008). 

 

Receptor Nogo 

Nogo és un membre de la família reticulon, del qual existeixen 3 transcrits o 

isoformes (Nogo A, B i C). En sistema nerviós central Nogo-A es troba en elevades 

quantitats en oligodendròcits i mielina, mentre que Nogo-C és expressat 

majoritàriament en neurones. La isoforma C és la menys abundant. Els animals 

deficients amb aquest receptor presenten un deteriorament de la capacitat motora 

fina en les extremitats anteriors (Cafferty et al., 2006). 

 

Doble knock-out: MAG i Galgt1   

MAG és una proteïna implicada en la formació de la beina de mielina que s’uneix als 

gangliòsids GD1a i GT1b (molècules de la superfície de l’axó). Els animals deficients 

per aquesta proteïna aparentment no presenten dèficits en coordinació motora i en 

tasques d’aprenentatge (Montag et al., 1994).   

Els ratolins deficients en Galgt1 no poden sintetitzar gangliòsids i per tant no 

expressen GD1a i GT1b. Els ratolins deficients  per Mag, per Galgt1 i els doble 

deficients en Mag i Galgt1 presenten dèficits motors i comportamentals. En l’anàlisi 

per rota-rod, on es mesura l’equilibri, la coordinació i el control muscular, els 3 

mutants no poden mantenir-se sobre el cilindre rotatori quan gira a 10 rpm, essent el 

deficient doble  el que té una puntuació més baixa. El reflex d’estirar els membres 

posteriors quan el ratolí és agafat per la cua es troba clarament deteriorat en els 3 

mutants, obtenint els pitjors resultats els deficients dobles. Aquests, per contra 

tendeixen a retraure les seves extremitats posteriors, mantenint-les prop del cos. 

Tots els mutants presenten hiperactivitat. Els deficients en Galgt1 són 2.3 vegades 

més actius que els controls mentre que els deficients en Mag  i els doble mutants 

Mag/Galgt1 són aproximadament 1.6 vegades més actius que els controls (Pan et 

al., 2005). 

 

Triple deficient PLP-MBP-MAG   

La proteïna proteolipídica (PLP) i DM20, són dos transcrits implicats en la formació de 

la beina de mielina i en el manteniment de l’axó (Stoffel et al., 1984). L’MBP té un rol 
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crucial en la compactació de la mielina. La longevitat d’aquests animals es similar, 

excepte en els ratolins deficients per MBP, que és més curta. Els deficients per Plp i 

Mag no tenen un fenotip aberrant, però el canvi el doble deficient Plp-Mag presenta 

tremolors en les extremitats posteriors. En tasques d’aprenentatge de tipus laberint 

d’aigua (de l’anglès, water maze) els animals deficients per Mbp van ser descartats 

d’aquest assaig per ser incapaços de nedar, els deficients Plp i Mag presentaven un 

comportament d’aprenentatge normal i en canvi els doble deficients Plp-Mag eren 

incapaços d’adquirir una discriminació espacial per trobar la plataforma. En el test a 

camp obert, l’activitat motora dels mutants simples per Mbp i els triple mutants Plp-

Mbp-Mag era força més baixa que la resta.  

El patró postural i motor es va analitzar mitjançant  el test de subjecció, el test de 

moviment sobre un pont horitzontal i el test de descens vertical. Els mutants 

deficients per Mag i els doble deficients Plp-Mag eren incapaços d’assolir la 

plataforma tant en el primer com en el segon test. En el test de descens vertical, en 

cap dels casos  es van observar diferències respecte als controls. 

En el comportament d’aprenentatge pel test rota-rod, els més afectats van ser els 

triple mutants (Uschkureit T et al., 2000). 

 

4.5. Models experimentals de desmielinització i remielinització 

La mielinització és un procés altament complex que implica la proliferació, migració i 

la diferenciació de les cèl·lules progenitores d’oligodendròcits (Baumann and Pham-

Dinh, 2001). Alguns tipus de lesions del SNC provoquen la desmielinització i la 

pèrdua axonal, donant lloc a malalties com l’esclerosi múltiple. La desmielinització es 

caracteritza per la mort dels oligodendròcits madurs mielinitzants, delectant-se una 

davallada de proteïnes que participen en la mielinització. El SNC intenta recuperar-

se d’aquestes lesions mitjançant la remielinització (Chang et al., 2002). Així, després 

un dany en la mielina, els OPCs (cèl·lules precursores d’oligodendròcits) es 

diferencien en oligodendròcits immadurs (que expressen marcadors de proliferació 

com NG2, PDGFα i GalC) passant a oligodendròcits madurs (que expressen CNP, 

MBP, PLP i MAG) capaços de mielinitzar els axons. El procés de remielinització no 

és el mateix que el procés de mielinització que es dóna durant el desenvolupament 

(veure capítol anterior). Els axons remielinitzats poden distingir-se dels axons 

mielinitzats normalment ja que tenen un menor gruix de la beina de mielina i una 

menor longitud internodal (Franklin and Hinks, 1999). Amb la finalitat d’entendre el 
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complex procés de desmielinització i remielinització s’han desenvolupat diferents 

models experimentals en rosegadors.     

 

4.5.1. Model per administració de cuprizona 

La administració oral als animals rosegadors d’un quelant de coure, anomenat 

cuprizona, que resulta tòxic pels oligodendròcits, provoca una desmielinització en 

àrees específiques com el cos callós i hipocamp del SNC i, seguit per una 

remielinització espontània.  

Aquest model està molt ben descrit. Es coneixen molt bé les dosis de cuprizona a 

utilitzar, les soques de ratolins a utilitzar, el període de temps en el qual transcorre la 

desmielinització i la remielinització i la resposta inflamatòria que té lloc (Matsushima 

and Morell, 2001; Stidworthy et al., 2003). Actualment, s’aplica la administració oral 

de cuprizona al 0.2% en ratolins de la soca C57BL/6J de 8 setmanes d’edat. La 

desmielinització comença a les 3 setmanes de tractament, i cap a les 4-5 setmanes 

de tractament més del 90% dels axons estan desmielinitzats. Cap a les 6 setmanes 

de tractament, es dóna una recuperació espontània de la mielinització en el 50% 

dels axons. Si en aquest període s’interromp la administració de cuprizona, a les 

quatre setmanes s’observa una remielinització del 90% dels axons. Si pel contrari, 

es continua amb el tractament, la desmielinització prossegueix i sobre la setmana 12 

de tractament amb cuprizona hi ha un altre intent de remielinització espontània. Cap 

a les 14 setmanes de tractament amb cuprizona, es comencen a detectar anomalies 

sistèmiques i els animals moren cap a la setmana 16 de tractament, probablement 

per dany hepàtic (Arnett et al., 2001; Mason et al., 2000a; Mason et al., 2001a; 

Mason et al., 2001b; Mason et al., 2000b; McMahon et al., 2001).  

En aquest model, la desmielinització té lloc per apoptosis dels oligodendròcits 

madurs a les 2-4 setmanes de l’inici del tractament (Matsushima and Morell, 2001). 

En resposta a aquest dany, es dóna un reclutament de la microglia, macròfags i 

astròcits que promouran la remielinització activant els OPCs a les 3-4 setmanes de 

tractament (Figura 6). 
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Figura 6. Esquema que mostra els canvis cel·lulars, morfològics i moleculars durant el 
procés de desmielinització/remielinització induïda per cuprizona al 0,2%. El primer canvi que 
s’observa és la regulació a la baixa dels gens de la mielina. Prèviament al procés de 
desmielinització hi ha una reducció en el nombre d’oligodendròcits. Al mateix temps que 
ocorre la desmielinització, hi ha una acumulació massiva dels macròfags i de la microglia. 
Finalment hi ha un restabliment gradual de la mielina donat per la aparició dels precursors 
oligodendroglials, que generen una nova població d’oligodendròcits madurs mielinitzants 
(Adaptada de Matshusima i Morell). 

 

Han estat molts els estudis que han avaluat des del punt de vista anatòmic l’efecte 

de la cuprizona en diferents regions del sistema nerviós central. S’ha detectat 

desmielinització tant en àrees de substància blanca com gris. 

Les estructures que s’han vist afectades per la cuprizona han estat el cos callós, el 

còrtex cerebral (Skripuletz et al., 2009), neocòrtex, hipocamp (Koutsoudaki et al., 

2009), el nucli del cerebel (Groebe et al., 2009)   

Hoffmann i col·laboradors (2008), en un estudi recent, han comprovat que en 

l’hipocamp la cuprizona provoca una desmielinització massiva que inclou la pèrdua 

de neurones en el gir dentat provocant l’aparició d’episodis epilèptics.  

Yang i col·laboradors (2009) han realitzat un estudi exhaustiu sobre els efectes de la 

cuprizona en substància blanca i han relacionat aquestes anormalitats amb 

comportaments de tipus esquizoide. D’aquest estudi es desprèn que les estructures 

més afectades per la cuprizona són: el cos callós, la càpsula externa,  el caudat 

putamen i la comissura dorsal de l’ hipocamp. En altres àrees  com el còrtex 
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cerebral, l’ hipocamp i el bulb olfactori, s’ha observat la ruptura de la beina de la 

mielina.  

Un avantatge interessant a destacar en aquest model, és que no existeix ruptura de 

la barrera hematoencefàlica i per tant s’evita entrar en les complexitats del sistema 

immunitari (Matsushima and Morell, 2001).A l’igual que en altres models, podem 

avaluar el grau de desmielinització i remielinització mitjançant tècniques de 

neuroimatge basades en la difusió radial anisotròpica de les molècules d’aigua 

(Song et al., 2005).  

Liebetanz i col·laboradors (2006) han descrit un nou test (MOSS, de l’anglès motor 

skill sequence) per avaluar l’activitat motora i que consisteix en: habituar els animals 

a rodes compostes per barres creuades a una distància regular per posteriorment 

exposar-los a rodes compostes per barreres creuades a una distància irregular per 

tal d’avaluar la coordinació motora.  

Posteriorment, s’ha publicat un treball sobre comportament animal en aquest model 

de des/remielinització induït per cuprizona, en el que s’han utilitzat una sèrie de tests 

comportamentals com: la bateria d’observació funcional (FOB), open field test i el 

rota-rod test. En l’inici de la desmielinització (3ª i 4ª setmana de tractament amb 

cuprizona al 0.2%), els animals mostraven un increment en l’activitat del SNC i una 

inhibició de la resposta anxiogènica enfront a un nou estímul. A les 5 setmanes de 

tractament, quan la desmielinització és màxima, l’equilibri i la reactivitat motora dels 

animals es va alterar . L’anàlisi per rota-rod va demostrar que el grup tractat 

presentava un deteriorament de la coordinació motora respecte als animals control. 

Aquest deteriorament motor va persistir després de 6 setmanes d’haver deixat la 

cuprizona (Franco-Pons et al, 2007). 

Altres articles sobre aquest model, fan èmfasis sobre possibles estratègies que 

confereixen protecció enfront un episodi de desmielinització o bé incrementen la taxa 

de remielinització. La quetiapina és un fàrmac que prevé la desmielinització cortical i 

el deteriorament de la memòria espacial de treball (Xiao et al., 2008). El 17beta-

estradiol i la progesterona tenen un efecte protector envers la desmielinització i 

estimulen la remielinització. L’efecte beneficial dels esteroides requereix 

d’interaccions amb els oligodendròcits, prevenint la seva degeneració o bé 

estimulant que les cèl·lules precursores d’oligodendròcits (OPC) passin a 

remielinitzar les fibres mielíniques danyades (Acs et al., 2009).   
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Torkildsen i col·laboradors (2009) han demostrat que una dieta amb salmó té un 

efecte protector contra els canvis comportamentals induïts per la desmielinització. L’ 

injecció intracraneal de factors de creixement en animals exposats a cuprizona 

incrementa la taxa de proliferació i migració cel·lular en cos callós (Kumar et al., 

2007).    

 

5. DDR1  

Els receptors domini discoidina 1 i 2 (DDR1 i DDR2) formen una subfamília de 

receptors tirosina quinasa transmembrana (RPTK) (de l’anglès, receptor protein 

tyrosine kinase).   

Els RPTK són importants reguladors de les vies de transducció del senyal 

intracel·lular, i controlen diversos processos cel·lulars com la proliferació, 

diferenciació, transformació, senescència i apoptosi. 

Durant el desenvolupament embrionari i en teixit adult DDR1 s’expressa en l’epiteli 

de diferents òrgans com: cervell, ronyó, pulmó, tracte gastrointestinal, glàndula 

mamària, còlon, fetge, tiroides i còrnia (Alves et al., 1995; Tanaka et al., 1998; Hou 

et al., 2001; Mohan et al., 2001; Sakamoto et al., 2001; Curat i Vogel, 2002; Ferri et 

al., 2004). La seva expressió és particularment abundant en cervell (Vogel et al., 

1999). L’expressió de DDR1 es veu incrementada en diferents tipus de càncers com 

el càncer de mama, d’ovari, d’esòfag, de pulmó i de cervell (Laval et al., 1994; 

Barker et al., 1995; Pérez et al., 1996; Nemoto et al., 1997; Weiner et al., 2000; 

Alves et al., 2001; Heinzelmann-Schwarz et al., 2004; Ram et al., 2006). 

S’ha vist que els ratolins deficients per DDR1 presenten una mida i pes menor fins a 

la pubertat. En el cas de les femelles presenten problemes d’implantació dels 

embrions, retard en el creixement de la glàndula mamària, absència de l’obertura 

alveolar i no secreten la proteïna de la llet. També presenten un increment de 

col·lagen en la matriu extracel·lular de l’epiteli mamari (Vogel et al., 2001). Per tant, 

DDR1 és important en el desenvolupament postnatal de la glàndula mamària. 
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5.1. Estructura gènica  

El gen DDR1 es va clonar per primera vegada l’any 1993,  en una llibreria de cDNA 

de placenta humana mitjançant la hibridació d’una sonda de 8 aminoàcids 

(HRDLAARN) homòloga al domini tirosina quinasa dels RTK (Johnson et al., 1993). 

Es va anomenar DDR. Simultàniament va ser identificat per altres grups i va rebre 

noms diferents, com el gen NEP homòleg al DDR1 en ratolí (Zerlin et al., 1993), trkE 

(Di Marco et al., 1993), PTK-3 en rata (Sánchez et al., 1994), RTK6 (Laval et al., 

1994), Cak (Pérez et al., 1994) i MCK-10 (Alves et al., 1995). 

En el ratolí el gen DDR1 es localitza en el cromosoma 17 mentre que en humans el 

gen DDR1 es localitza en el cromosoma 6. 

El gen DDR1 en ratolí està format per 12 exons que comprenen un longitud de 3,814 

Kb del DNA genòmic. El percentatge d’homologia del gen DDR1 en ratolí respecte a 

l’humà es del 93,33%.  

En aquesta tesi es descriuen 2 transcrits o isoformes diferents de DDR1. Aquestes 2 

isoformes de DDR1 es generen com a conseqüència de diferents mecanismes 

d’empalmament alternatiu i són conegudes amb CAK I i CAK II. La diferència 

d’ambdues isoformes radica en: 1) localització tissular. CAK I s’expressa 

majoritàriament en cervell embrionari i adult, mentre CAK II s’expressa en cèl·lules 

epitelials; 2) la deleció d’un total de 37 aminoàcids (aa) de la regió rica amb aa 

glicina i prolina, essent el transcrit més llarg el CAK I (Perez et al., 1996). En humans 

s’han descrit 5 transcrits que venen anomenats amb el sufix a-e. 

 

5.2. Estructura proteica 

El proteïna DDR1 en ratolí està formada per 911 aminoàcids, dels quals els 19 

primers codifiquen pel pèptid senyal, mentre que la regió extracel·lular està 

compresa entre les posicions aminoacídiques 20 i 414, amb una longitud de 395 aa. 

La regió transmembrana, annexa a la regió extracel·lular, es codificada per 27 aa 

(posició 415-441). En el domini citoplasmàtic (470 aa) hi trobem una regió rica amb 

aminoàcids glicina i prolina (posició 379-599), el domini tirosina quinasa (posició 

608-903) i la cua C-terminal (posició 903-911) (Figura 7).    

A continuació es fa una descripció més detallada de l’estructura proteica i 

funcionalitat d’aquestes regions. 

 

__________________________________________________________ Introducció 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CONTRIBUCIÓ DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCÉS DE MIELINITZACIÓ. APLICACIÓ DE DIFERENTS 
MODELS EXPERIMENTALS 
Jordi Tomàs Roig 
ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010 



 
36 

Domini Discoidina

Domini transmembrana

Domini kinasa

Cua C terminal

E1

E3

E4

E5

E6

E7

E8

E9

E2

E11

E12

E13

E14

E15

E16

E17

E10

Regió Stalk

Regió extracel·lular

Regió intracel·lular

 

Figura 7. Estructura gènica i proteica del gen DDR1 en ratolí. En la part de la dreta de la 
figura hi trobem la estructura gènica  amb els exons que la composen i en la part esquerra hi 
figura els dominis de l’estructura proteica. 

 

 

5.2.1. Regió extracel·lular: domini discoidina i regió stalk 

La regió extracel·lular de DDR1 està composta pel pèptid senyal, el domini 

discoidina i la regió stalk.  

 

Domini discoidina 

És el lloc de DDR1 on s’uneix el seu lligand, el col·lagen. A diferència del 

mecanisme d’activació de la resta dels RPTK DDR1 només reconeix el col·lagen 

quan està en forma dimèrica i, per tant, la causa directa d’aquesta dimerització no és 

la unió del lligand (Schlessinger, 1997; Leitinger, 2003).  

En aquest domini s’han identificat diversos residus agrupats en 3 llaços: llaç 1 

(Ser52-Thr57), llaç 3 (Arg105- Lys112) i llaç 4 (Ser175), que són crítics per la unió 

del col·lagen al receptor (Abdulhussein et al., 2004). 
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Regió stalk 

No presenta homologia amb cap altra proteïna. Aquesta regió és responsable del 

reordenament estructural de la proteïna un cop s’ha unit el lligand i de la transmissió 

del senyal a través de la membrana cel·lular. Conté dues seqüències importants: 

una seqüència de glicosilació important per a aquesta transmissió transmembranal 

del senyal (Curat et al., 2001) i una seqüència diana per proteases, probablement de 

la família de les MT-MMP o ADAM (Vogel et al., 2002). Els canvis conformacionals 

en la regió stalk com a conseqüència de la unió del col·lagen permeten l’acció 

d’aquests enzims proteolitzant DDR1 en dos fragments: una subunitat β fosforilada 

de 62 kD que roman unida a la membrana i un ectodomini soluble de 58 kD. Sembla 

que aquest ectodomini manté unit el col·lagen i n’impedeix la interacció amb altres 

receptors de membrana  (Vogel et al., 2002).  

 

5.2.2. Regió juxtamembrana 

És una regió rica en prolines i conté diverses seqüències consens amb residus 

tirosina que poden ser llocs d’autofosforilació.  

Conté el motiu LXNPXY  que correspon al motiu consens XNPXpY d’unió al domini 

PTB de la proteïna adaptadora Shc. En línies cel·lulars de càncer de mama 

humanes aquest motiu d’unió entre la molècula adaptadora Shc i domini PTB de la 

regió juxtamembrana té lloc en la tirosina 513 fosforilada de la isoforma DDR1b 

(Vogel et al., 1997). Aquesta unió ha estat confirmada recentment per Foehr i 

col·laboradors l’any 2000 en diferents quimeres de DDR1. En cèl·lules THP-1 

diferenciades  s’ha vist que hi ha el reclutament de la molècula adaptadora ShcA en 

el mateix motiu LXNPXY de la isoforma DDR1b fosforilada; unió que causa 

l’activació de la proteïna MAPK p38,  el factor NFκВ i TAB1β a través de la via 

TRAF6 (Matsuyama et al., 2003; Yoshimura et al., 2005). Anteriorment, Matsuyama i 

col·laboradors l’any 2003 van observar que l’activació de la via MAPK p38 per a 

aquesta unió induïa la producció d’MCP-1, IL-8, MIP-1 i MMP-9 en cèl·lules 

bronquioalveolars BALF. 

Hi ha altres llocs potencials d’unió a proteïnes amb dominis Sh2 o PTB  en aquesta 

regió, concretament 2 tirosines que es localitzen en l’exó 12: la Tyr 506 (YSGD) i la 

Tyr 547 (YMEP) (Alves et al., 1995).  

Recentment s’ha identificat un probable domini SH2 d’unió per a Nck-2 en una 

Tyr484 (YQEP) (Koo et al., 2006).  
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5.2.3. Regió intracel·lular: domini tirosina quinasa i cua C-terminal 

Domini tirosina quinasa 

Aquest domini presenta una elevada homologia amb els receptors tirosina quinasa 

de les neurotrofines. No obstant això, la cinètica d’activació del receptors domini 

discoidina difereix de la resta de RPTK. L’autofosforilació del domini tirosina quinasa 

és lenta, s’inicia al cap de 2 hores d’unir-se al col·lagen i és màxima a les 18 hores. 

Per contra, en la resta d’RPTK aquest procés de fosforilació és immediat 

(Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997). 

El domini tirosina quinasa de DDR1 comparteix una sèrie de característiques amb 

els receptors de neurotrofines trkA/B/C: un gap d’un aminoàcid entre els residus 623 

i 624, una Thr732 i Phe808 en lloc d’una Ala732 i Tyr808 present en altres tirosines 

quinases, un probable lloc d’autofosforilació en la Tyr759 seguit d’una altre Tyr, 11 

aminoàcids extra en una regió corresponent a un domini característic de les 

proteïnes c-Kit, PDGF i CSF-1 i 3 residus corresponents d’una inserció de 5 residus 

(Leu-X-Ala-Val-X) del domini catalític dels trk (Di marco et al., 1993). En aquesta 

regió s’ha identificat també l’existència d’una Tyr740 d’unió a Shp-2 (Koo et al., 

2006). 

Les isoformes DDR1d i DDR1e no tenen activitat catalítica. Partint de la seva 

estructura s’ha postulat que aquests receptors sense domini quinasa actuarien com 

a repressors mitjançant la formació d’heterodímers, i regularien així el mateix 

receptor DDR1 (Alves et al., 2001). 

 

Cua C-terminal 

La cua C-terminal present en les isoformes DDR1a, DDR1b i DDR1c conté només 9 

aminoàcids. Presenta un motiu d’unió LNTV per proteïnes amb dominis PDZ.  En la 

cua C-terminal de la isoforma DDR1d hi ha un motiu GAPV. En aquest motiu també 

es poden unir  proteïnes amb un o diversos dominis PDZ. Les proteïnes PDZ tenen 

un paper clau en l’organització dels receptors Eph i en la localització HER2 (Lin et 

al.,1999; Borg et al., 2000). 
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5.3. DDR1 i SNC 

A part de certs estudis d’expressió de DDR1 en cervell humà embrionari i adult (Di 

Marco et al., 1993; Pérez et al., 1994; Alves et al., 1995; Johansson et al., 2005; 

Ram et al., 2006) i la seva expressió incrementada en diferents tipus de càncers 

cerebrals, els únics estudis que han analitzat més detalladament l’expressió de 

DDR1 en el sistema nerviós central s’han realitzat en models murins. 

El primer d’aquests estudis el va realitzar Zerlin i col·laboradors l’any 1993, 

observant  expressió localitzada de DDR1 en diferents estructures de l’SNC durant el 

desenvolupament embrionari i el postnatal. Concretament va observar durant el 

desenvolupament embrionari que l’expressió de DDR1 es concentrava  en les 

cèl·lules neuroepitelials de la zona ventricular. Aquesta expressió ja es manifestava 

a l’inici de la neurulació. En cervell adult de ratolí, l’expressió de DDR1 es localitzava 

en cèl·lules glials del cos callós, regions ventrals de l’hipotàlem i el pons, entre 

d’altres. 

Sánchez i col·laboradors l’any 1994 van confirmar aquests resultats en cervell de 

rata. Van analitzar l’expressió de DDR1 més detalladament mitjançant la tècnica 

d’hibridació in situ, en diferents estadis del desenvolupament embrionari de l’SNC i 

van trobar que: 1) en embrions de 12-13 dies (E12.5)  l’expressió de DDR1 es 

concentrava en el prosencèfal, romboencèfal, mesencèfal i medul·la espinal, 2) en 

embrions de 15-16 dies (E15.5) aquesta expressió es concentrava en les zones 

proliferatives ventrals i 3) en embrions de 17-18 dies (E17.5) l’expressió de  DDR1 

es trobava en regions més localitzades com el caudat, el putamen i la zona 

ventricular del còrtex cerebral del telencèfal, en el tàlem dorsal del diencèfal, en el 

col·licle inferior del mesencèfal i, finalment, en el cerebel i en les estructures dorsals 

de la medul·la del prosencèfal. En cap estructura del diencèfal es va detectar 

expressió de DDR1. 

En cervell adult de rata va observar que la major expressió de DDR1 es trobava en 

les regions de substància blanca i va corroborar així els resultats obtinguts en ratolí 

per Zerlin (Zerlin et al., 1993; Sánchez et al., 1994). 

Bhatt i col·laboradors l’any 2000 van publicar l’únic estudi que fins a l’actualitat hi ha 

sobre la funció de DDR1 en el cerebel de ratolí. Durant el desenvolupament 

embrionari DDR1 és expressat per cèl·lules granulars de la capa externa del  cerebel 

i la seva activació per unió del col·lagen és essencial pels processos d’elongació 

axonal.  L’expressió de DDR1 en les cèl·lules granulars es manté en l’edat adulta, fet 
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que suggereix un probable paper de DDR1 en el manteniment i extensió de les 

prolongacions axonals i regulació de la formació de sinapsis. 

El nostre grup ha estudiat en detall l’expressió de DDR1 durant el 

neurodesenvolupament del ratolí i en l’adult mitjançant tècniques d’hibridació in situ i 

immunohistoquímica (Franco-Pons et al., 2006). Els resultats obtinguts amb 

aquestes tècniques concorden amb els estudis esmentats anteriorment. No obstant 

això, es va observar en diferents estadis postnatals del cervell que l’expressió de 

DDR1 segueix un patró espaciotemporal que se solapa al procés de mielinització i 

que aquesta expressió és màxima quan es produeix el pic en la mielinització 

postnatal. A més, es va identificar els oligodendròcits madurs com les cèl·lules que 

expressen DDR1 (Franco-Pons et al., 2006). Més tard, el nostre grup ha descrit una 

variant nucleotídica o SNP del gen DDR1 (rs1049623) amb clara associació amb 

l’esquizofrènia. Quan es va estratificar l’anàlisi per gènere l’associació entre l’SNP 

rs1049623 i esquizofrènia existia només en homes (Roig B et al, 2007). 

L’estudi d’expressió en cervell humà ha permès determinar que en les prolongacions 

dels oligodendròcits que formen la mielina hi ha tant l’RNAm com la proteïna DDR1. 

Hi ha un transport actiu d’RNAm de DDR1 cap a les prolongacions dels 

oligodendròcits que implica el reconeixement d’elements coneguts com a cis-acting 

RNA elements per part de factors d’unió d’RNA trans-acting. Aquesta interacció 

resulta en la formació d’un complex ribonucleoproteic (RNP) que és transportat amb 

l’ajuda de proteïnes motores a través dels filaments del citoesquelet. Quan arriben al 

seu destí els transcrits de DDR1 són alliberats, ancorats i traduïts. 

Paral·lelament, s’ha vist que la isoforma DDR1b en cervell humà s’expressa en 

l’endoteli de vasos sanguinis i que en el soma d’alguns astròcits i oligodendròcits 

també s’expressa DDR1.  

En estudi cas–control analitzat per RT-PCR quantitativa mostra que les isoformes de 

DDR1 presenten una expressió específica i diferencial en el cervell humà. D’aquest 

estudi, s’han identificat la isoforma a i c de DDR1 com les isoformes implicades en el 

procés de mielinització i s’ha observat una menor expressió d’RNAm de DDR1 total, 

MAG i OLIG2 en pacients esquizofrènics enfront els seus controls, tot i que no s’ha 

arribat ha assolir una significació estadística (tesi doctoral B Roig, 2007). 
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5.4. Paper de DDR1 en altres teixits 

Com ja s’ha comentat repetidament en capítols anteriors, l’únic lligand que es coneix 

de DDR1 és el col·lagen, component majoritari de la matriu extracel·lular. Les 

funcions que es coneixen de DDR1 s’associen en aquesta matriu extracel·lular. Fins 

al present, DDR1 està implicat en: 

1. Diferenciació cel·lular de monòcits a macròfags o cèl·lules dendrítiques 

(Matsuyama et al., 2003; Matsuyama et al., 2004), així com ja s’ha 

comentat prèviament, en l’elongació axonal de les cèl·lules granulars del 

cerebel (Bhatt et al., 2000).  

2. Processos de proliferació i adhesió cel·lular: El col·lagen és un modulador 

de la proliferació de les cèl·lules musculars llises o mesangials. S’ha vist 

que cèl·lules mesangials aïllades del ratolí deficient per a DDR1 i 

estimulades amb col·lagen redueixen dràsticament la seva capacitat 

d’adhesió, en part a causa d’una menor activitat de les MMP-2 i MMP-9 en 

comparació amb les cèl·lules normals. Contràriament,  les cèl·lules 

mesangials aïllades de ronyó presenten una major proliferació en aquests 

ratolins deficients per a DDR1 (Hou et al., 2001; Curat i Vogel., 2002; Hou 

et al., 2002). 

3. Processos de migració cel·lular: Les cèl·lules mesangials aïllades del ratolí 

deficients per DDR1 presenten una menor capacitat de migració (Hou et 

al., 2002). La migració dels leucòcits requereix d’una interacció coordinada 

amb la matriu extracel·lular. La isoforma DDR1a promou la migració dels 

leucòcits en una matriu tridimensional de col·lagen. La isoforma DDR1b 

sembla que actuaria de forma contrària, d’inhibidor d’aquesta migració 

(Kamohara et al., 2001). 

4. Processos de degradació de la matriu extracel·lular: L’activació de DDR1 

per unió al col·lagen activa  les metal·loproteïnases MMP-2 i MMP-9 (Hou 

et al., 2001; Hou et al., 2002; Matsuyama et al., 2005a; Matsuyama et al., 

2005b). La sobreexpressió de DDR1 en diferents càncers està associat a 

la invasió de les cèl·lules tumorals a causa d’una major activitat d’aquestes 

metal·loproteïnases. 

5. Producció de quimioquines com la MCP-1, IL-8 i MIP-  a causa de 

l’activació del receptor per col·lagen en els macròfags alveolars durant els 

processos inflamatoris (Matsuyama et al., 2004). 
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Hipòtesi general 

El desenvolupament del cervell té dues grans etapes, la neurogènesis (naixement, 

proliferació, migració i diferenciació de les neurones) que acaba poc després del 

naixement i la gliogènesi (naixement, proliferació, migració i diferenciació de les 

cèl·lules glials entre les que hi ha els oligodendròcits) que s’estén fins l’edat adulta i 

que té lloc en forma de tres grans onades (a la infantesa a l’adolescència i a 

l’entrada de l’etapa adulta). En concret el desenvolupament de la mielina produïda 

pels oligodendròcits. L’esquizofrènia debuta precisament en les etapes de 

mielinització (adolescència i inici de l’etapa adulta). Per tant alteracions genètiques 

en proteïnes clau de la mielinització poden formar part del component genètic de 

susceptibilitat per l’esquizofrènia. 

El receptor domini discoidina 1, DDR1, és una proteïna involucrada en el procés de 

mielinització i variants en el seu gen s’associen amb l’esquizofrènia. Per tant 

aquestes variants en el gen DDR1 poden provocar alteracions en la formació i el 

manteniment de la mielina que s’associen amb les alteracions funcionals 

característiques de l’esquizofrènia.    

 

Hipòtesi específica de la tesi 

El receptor DDR1 s’expressa en oligodendròcits madurs paral·lelament a d’altres 

proteïnes de la mielinització com la MBP. 

Quan falta DDR1 el procés de mielinització s’altera. Per tant els ratolins deficients en 

DDR1 que aparentment tenen una arquitectura cerebral normal han de respondre 

deficitàriament qual se’ls sotmet a desmielinització experimental.  
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Aquesta tesi doctoral té per objectiu general determinar la implicació de DDR1 en el 

procés de mielinització. Amb aquest supòsit ens plantegem tres objectius concrets: 

 Estudi 1. Caracteritzar a nivell ultraestructural la beina de mielina i els axons i 

avaluar el comportament en el model de des/remielinització induït per 

cuprizona durant el  segon període de remielinització. 

 Estudi 2. Avaluar la conducta del model murí de des/remielinització induït per 

cuprizona i determinar les mesures morfomètriques del gruix de la beina de 

mielina i de l’axó en els ratolins deficients per DDR1.  

 Estudi 3. Analitzar l’expressió de DDR1 i altres proteïnes de mielina quan les 

cèl·lules oligodendroglials HOG16 són sotmeses a diferenciació.   
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4.1. Material 

L’estudi va ser aprovat per la Comissió d’Investigació  de l’Hospital Psiquiàtric 

Universitari Institut Pere Mata, pel Comitè Ètic d’experimentació animal de la 

universitat Rovira i Virgili segons directiva de la Comunitat Europea (86/609/EEC) i 

de la Universitat de Toronto, respectivament. Tots tres estudis van ser finançats pel 

Stanley Medical Research Institute pels projectes  03R392 i 05R896  

 

4.1.1. Mostra de l’estudi 1 

Aquest estudi  es realitzà amb 144 ratolins de la soca C57BL/6J, tots ells mascles.  

 

4.1.2. Mostra de l’estudi 2 

En aquest cas es van utilitzar 32 ratolins, la meitat dels quals fou de la varietat 

knock-out per DDR1 i la resta procedents de la soca C57BL/6J, tots ells mascles. 

Els exemplars knock-out per DDR1 es van generar per l’entrecreuament de la soca 

129Sv amb la CD1. El resultat d’aquest aparellament es va entrecreuar amb la soca 

C57BL/6J durant més de 20 generacions (Avivi-Green et al., 2006).  

 

4.1.3. Mostra de l’estudi 3 

Els espècimens amb que es va treballar van ser la línea cel·lular oligodendroglial 

HOG16, cedida per Eucellbank (Departament de biologia cel·lular, Universitat de 

Barcelona, Espanya) i amb el permís del Dr. G. Dawson (Universitat de Chicago, 

Estats Units d’Amèrica). 

 

4.2. Antecedents 

4.2.1. Model de desmielinització i remielinització per DDR1 +/+ 

En el projecte DDR1 (FIS PI020498) ja vàrem realitzar un experiment de 

desmielinització/remielinització en ratolins per administració de cuprizona 0.2%. En 

aquell experiment vàrem explorar l’expressió de DDR1 per hibridació in situ, 

immunohistoquímica i per RT-PCR. Simultàniament es va fer una avaluació del 

comportament dels ratolins ja que en la literatura no existia cap estudi descrit. Els 

resultats de l’experiment es recullen en dos articles ja publicats (Franco-Pons et al., 

2006 i Franco-Pons et al., 2007). 

En síntesi vàrem observar un augment de l’expressió de DDR1 en oligodendròcits 

mielinitzants a partir de la 3-4 setmana de tractament amb cuprizona i un retorn a la 
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normalitat en l’expressió de DDR1 després de 6 setmanes d’alimentació dels ratolins 

amb dieta normal. Pel que fa al comportament es va observar un augment de 

l’activitat en les primeres setmanes (3-5 setmanes de tractament amb cuprizona) i 

uns dèficits motors a les 5-6 setmanes de tractament que no desapareixien ni 

després de les 6 setmanes amb dieta normal. Algunes limitacions en el disseny 

d’aquest primer experiment més les troballes de resultats nous ens va portar a 

plantejar-nos de repetir l’experiment. Per altra banda, repetint l’experiment  vam 

recopilar més dades sobre aquest model abans d’aplicar-lo en les ratolins deficients 

en DDR1.  

Per aquest experiment vam creure molt important centrar-nos en els següents 

objectius: 

▪ Valoració setmanal de: ingesta sòlida i líquida, pes.  

▪ Afinar en les proves de comportament, concretament en la valoració dels 

paràmetres: explorar el dèficit d’ inhibició (amb el test de dos compartiments); 

confirmar activitat i ansietat (open field); locomoció (rota-rod i emprentes al 

caminar) i coordinació motora (amb el test body suspension).  

▪ Determinar si aquells animals que després d’abandonar la dieta amb 

cuprizona i rebre dieta estàndard durant 20 setmanes presenten diferències 

significatives en quant al seu comportament respecte als animals control. 

 

4.2.2. Model de desmielinització i remielinització per DDR1 +/+ i -/- 

Partint dels resultats obtinguts en els dos estudis de neurocomportament realitzats 

en el model murí tractat en cuprizona al 0,2% (Franco-Pons et al., 2007) vam decidir 

seguir  amb aquesta línea d’investigació per tal d’avaluar quins dèficits conductuals 

presentaven els ratolins de la varietat knock-out per DDR1. 

En una primera fase, es va provocar la desmielinització dels ratolins knock-out per 

DDR1 mitjançant el subministrament de cuprizona al 0.2% a través de la dieta. En la 

segona fase de l’experiment es va voler comprovar si la remielinització s’assolia 

substituint la dieta amb cuprizona per una dieta de manteniment convencional.  Així 

doncs els objectius que ens vam marcar en aquest estudi van ser: 

▪ Determinar la ingesta sòlida, líquida i el pes periòdicament. 

▪ Valoració de paràmetres neuroconductuals com l’ansietat i el dèficit d’ 

inhibició (amb el test de dos compartiments), locomoció (emprentes al 
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caminar) i coordinació motora (amb el test body suspension). Fer una 

valoració general de l’estat de l’animal (amb el test FOB). 

▪ Valorar a nivell histològic si l’animal knock-out per DDR1 és capaç de 

remielinitzar i mantenir la integritat de l’axó. 

 

4.2.3. Diferenciació de la línea cel·lular oligodendroglial HOG16 

En un estudi previ, es va corroborar tant a nivell proteic com d’mRNA que l’expressió 

de DDR1 estava estretament lligada amb el procés de mielinització post natal en 

ratolí, suggerint que DDR1 participava en el desenvolupament i manteniment de la 

beina de mielina (Franco-Pons et al., 2006). Partint d’aquestes dades, vam voler 

explorar amb més detall el rol de DDR1 i altres proteïnes en el procés de 

mielinització. Per aquest motiu vam creure convenient centrar-nos en l’estudi 

qualitatiu (per immunohistoquímica de fluorescència) i quantitatiu (per RT-PCR 

quantitativa) de DDR1 en l’estadi previ a la mielinització i  en l’estadi mielinitzant dels 

oligodendròcits.    

 

4.3. Disseny experimental 

4.3.1. Disseny experimental estudi 1 

L’administració oral de 0.2% de cuprizona en ratolins de la soca C57BL/6J de 8 

setmanes d’edat provoca una toxicitat als oligodendròcits que moren i com a 

conseqüència es produeix una desmielinització. Si després de 6 setmanes 

d’administració de cuprizona es retorna els animals a dieta normal es recuperen i re-

mielinitzen els axons desmielinitzats. El primer pic de re-mielinització es dona entre 

les setmanes 4-5 de l’experiment i el segon pic entre les setmanes 8-9. El model 

està molt ben descrit ( Matsushima i Morell et al., 2001; Franco-Pons et al., 2009). 

En el moment del lliurament per part del proveïdor (Harlan laboratoris, Espanya), els  

144 ratolins de la soca C57BL/6J mascles tenien 6 setmanes d’edat. Es van tenir 

dues setmanes en adaptació (quarantena) i s’inicià l’experiment tan bon punt els 

animals van tenir 8 setmanes d’edat. Tots aquests, al començament de l’experiment 

tenien una mitjana de pes de 23  3g. Van ser apropiadament identificats (Figura 8) i 

distribuïts en 12 animals per caixa segons el seu pes i el tipus de tractament que 

havien de seguir. 
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Figura 8. Identificació dels animals en les caixes. Es mostra diferents combinacions de talls i 
forats que es van fer  amb la finalitat de facilitar l’identificació dels ratolins. 

 

 

Els grups control (C0, C1, C2, C3, C4 i C5) van rebre dieta estàndard mentre que els 

grups tractats (T1, T2, T3, T4, T5 i T6) van rebre dieta complementada amb 

cuprizona al 0.2%. 

Els ratolins tractats van ser alimentats amb cuprizona durant 3 setmanes (T1) i 6 

setmanes (T2, T3, T4, T5 i T6). La dieta complementada amb cuprizona va ser 

substituïda el dia 42 del protocol experimental per dieta estàndard durant 2  (T3), 4 

(T4), 5 (T5) i 20 setmanes (T6). El grups C0, C1, C2, C3, C4 i C5 van ser alimentats 

amb dieta estàndard durant 0, 3, 6, 8, 10 i 12 setmanes respectivament.  Un resum 

d’aquest protocol es mostra a la taula 1 i 2. 
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Taula 1. Disseny experimental. Durant les 6 primeres setmanes els ratolins van ser 
alimentats amb dieta complementada amb cuprizona al 0,2%. Setmanalment es va valorar la 
quantitat d’ingesta sòlida, líquida i el pes dels ratolins (Nivell 1 de comportament). En les 
setmanes 3, 6, 8, 10, 12 i 26 es va fer la valoració de paràmetres comportamental com 
l’ansietat, inhibició, activitat, coordinació motora, locomoció i estat general de l’animal (Nivell 
2 de comportament). Els sacrificis es mostren amb una X de color vermell.  
 

 
Taula 2. Distribució dels animals en funció de la setmana de sacrifici. 144 ratolins es van 
emprar en aquest estudi, 12 dels quals es van sacrificar inicialment. La resta es va sacrificar 
de forma gradual al llarg de l’estudi. Un grup de 12 ratolins es va deixar recuperar 20 
setmanes després d’haver finalitzat el tractament amb cuprizona per avaluar si aquests 
havien recuperat el 100% de les seves capacitats neurobiològiques.  

 

 

4.3.2. Disseny experimental estudi 2 

Un total de 36 ratolins de vuit setmanes d’edat van ser pròpiament identificats i 

estabulats en caixes segons el seu genotip (knock-out vs salvatge) i tipus de 

tractament (tractat vs control). 11 animals DDR1 +/+ i DDR1 -/- van ser alimentats 

amb dieta tipus estàndard mentre que 7 animals DDR1 +/+ i DDR1 -/- van ser 

alimentats amb dieta complementada amb cuprizona al 0,2%. 4 animals DDR1 +/+ i 

4 animals DDR1 -/- van ser sacrificats a la setmana 0. 3 ratolins de cadascun dels 

grups es varen sacrificar a la vuitena setmana i la resta, un total de 16 animals, van 

ser sacrificats a l’última setmana. Es va escollir la setmana 8 perquè coincideix amb 

el segon pic de remielinització (Matsushima i Morell, 2001). La figura 9 mostra 

l’esquema general del protocol aplicat en aquest cas. 

T (setmanes) 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  12  26  

Tractament   X X X X X X       

Comportament  

(Nivell 1)  

X X X X X X X X X X X X X 

Comportament  

(Nivell 2)  

   X   X  X  X  X 

Sacrifici  

(Teixits)  

X   X   X  X  X X X 

Setmana 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  12  26  

Control  

           Tractat  

12   12   12  12  12 12  

   12   12  12  12 12 12 
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Figura 9. Esquema general del protocol procedimental seguit.  Els ratolins van ser 
alimentats amb cuprizona al 0,2% durant 6 setmanes i posteriorment van rebre dieta 
estàndard. Els tests de comportament es van dur a terme setmanalment en el cas de la 
bateria d’observació funcional (FOB), suspensió corporal (BS) i petjades (I). El test dels 2 
compartiments (B&W) es va fer un sol cop i coincidint amb el segon pic de remielinització (8à 
setmana). Els sacrificis es van programar per les setmanes 0, 8 i 12. 

 

 

4.3.3. Disseny experimental estudi 3 

Les cèl·lules van créixer en una placa de 6 pous amb medi de creixement (MC) i 

quan es va assolir una confluència del 50%, aquestes cèl·lules es van dividir en 2 

grups. La meitat dels pous van continuar creixent amb MC mentre que en l’altra 

meitat el medi de creixement va ser substituït per medi de diferenciació (MD). Les 

cèl·lules es van incubar en un ambient humit, a 37ºC i 5% de CO2. Per la composició 

d’ambdós medis (Taula 3) es va seguir el protocol utilitzat per Buntix i col·laboradors 

(2003). Després de 48 hores d’incubació, s’extragué el medi de cultiu i les cèl·lules 

es van dissoldre amb tampó de lisis.  Aquest experiment es va fer per triplicats de 

cada pou i en tres setmanes diferents. Experiments paral·lels van ser duts a terme 

fent ús d’una Lab-Tek II chamber slide system (Nunc, Roskilde, Dinamarca). 

Després de 48 hores d’incubació, a l’igual que en el cas anterior, el medi de cultiu es 

va extraure i les cèl·lules es van fixar. La figura 10 mostra el protocol que s’ha seguit. 

En aquesta línea cel·lular es va descartar la presència de micoplasmes amb el kit 

comercial EZ-PCR Mycoplasma (Biological Industries). 
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Línea cel·lular oligodendroglial HOG16

Medi de Creixement Medi de Diferenciació

•DMEM alt en glucosa (Gibco)

•10% sèrum fetal boví (Hyclone) 

•50 U/ml penicil·lina (Gibco)

•50 mg/ml estreptomicina (Gibco)

•DMEM alt en glucosa

•0,05% sèrum fetal boví

•30 nM triiodothironina (Sigma)

•30 nM seleni (Sigma)

•0,5 μg/ml insulina (Sigma)

•50 μg/ml transferrina (US Biological)

•50 U/ml penicil·lina 

•50 mg/ml estreptomicina
 

Taula 3. Composició dels medis de cultiu. Pel cultiu de la línea cel·lular oligodendroglial 
HOG16 es va utilitzar medi de creixement per incrementar la població d’oligodendròcits pre-
mielinitzants i quan es va assolir una confluència del 50%, aquestes cèl·lules van créixer 
amb medi de diferenciació, el qual va permetre que els oligodendròcits pre-mielinitzants 
s’activessin i evolucionessin a oligodendròcits madurs mielinitzants. 
 
 

Cultiu amb medi de creixement

Fixació amb     

paraformaldehid

Cultiu amb medi

diferenciació

t =4t =4

t =0

t =2

Línea cel·lular HOG16

Descongelació i cultiu amb medi 

de creixement 

4 X

2 X 2 X

IHQ 1

Fixació amb    

paraformaldehid

Cultiu amb medi

diferenciació

IHQ 2
Fixació amb    

paraformaldehid

IHQ 3

t =6

t =7

t =6

2 X

RT-PCR 1

RT-PCR 2

t =7

Cultiu amb medi de creixement 

Cultiu amb medi de diferenciació 

Cultiu amb medi de creixement

 

Figura 10. Esquema del procediment metodològic seguit en el cultiu de  la línea cel·lular 
HOG16.  Es va estudiar la diferenciació d’aquest llinatge cel·lular mitjançant la 
immunohistoquímica de fluorescència (IHQ) i la RT-PCR quantitativa.  La durada total fou de 
7 dies. 
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4.4. Metodologia emprada 

4.4.1. Tractament del teixit 

Tots els ratolins es van anestesiar per injecció intraperitoneal de ketamina (80 

mg/kg) i xilacina (10 mg/kg) dissolt amb tampó salí al 0,9%. Posteriorment els 

animals es van perfondre amb paraformaldehid al 4% (PFA). Els cervells dels 

ratolins es van extreure utilitzant eines quirúrgiques. L’hemisferi dret és va  tallar en 

seccions de 2 mm i es va emmagatzemar a -80ºC. Finalment, aquestes seccions es 

van postfixar en glutaraldehid al 2,5%, més tard es van processar amb tetraòxid 

d’osmi al 1%, deshidratats amb una bateria d’alcohols i immbibïts amb resina epoxy. 

Del cos callós per microtomia es van obtenir talls semifins que es van tenyir amb 

blau de toluïdina per ser analitzats al microscopi òptic (Nikon Eclipse 600, Barcelona, 

Espanya) i per altra banda, es van obtenir talls ultrafins d’aquesta mateixa 

estructura, que desprès de ser tenyits amb acetat i nitrat d’uranil van ser examinats a 

60 kV al microscopi electrònic de transmissió (JEOL JEM-1011, Tokio, Japó).  

 

4.4.2. Mesures del gruix de mielina i el diàmetre de l’axó 

Talls semifins procedents del cos callós van ser analitzades amb el microscopi òptic 

(Nixon Eclipse 600). Un total de 100 axons mielinitzats per animal (3 animals per 

grup experimental) van ser morfomètricament mesurats a 100 augments mitjançant 

el software AnalySISTM (Soft Imaging System, Münster, Alemanya).  Es van prendre 

mesures  de les diagonals horitzontals (h) i verticals (v) considerant la globalitat axó i 

beina de mielina (T) i únicament l’axó (A). Aquestes mesures les van realitzar dos 

observadors cecs. El gruix de la beina de mielina es va calcular com la diferència 

entre l’àrea total (T= x hT/2 x vT/2) i l’àrea de l’axó (A= x hA/2 x vA/2) i els valors es 

van representar com m2 (95%CI).     

 

4.4.3. Tests de comportament 

L’estudi I i II d’aquesta tesis es van portar a terme amb la col·laboració de l’equip de 

la Dra. Maria Teresa Colomina (grup de Toxicologia i Salut Ambiental de la 

Universitat Rovira i Virgili). Un observador cec va ser l’encarregat d’executar els tests 

de comportament animal. Els animals es trobaven exposats a cicles de 12 hores de 

llum, aïllats i en una habitació d’accés restringit. Setmanalment, als animals se’ls 

passava la bateria d’observació funcional (de l’anglès functional observation battery, 

FOB), el test del camp obert (de l’anglès open field), el test de coordinació i 
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aprenentatge (de l’anglès rota-rod),  el test de suspensió corporal (de l’anglès body 

suspension) i el test de les petjades (de l’anglès imprinting). Als animals se’ls va 

avaluar un sol cop pel test dels dos compartiments (de l’anglès black and white 

compartment test).  

 

4.4.3.1. Bateria d’observació funcional (FOB) 

Aquest test originalment va ser dissenyat per avaluar els efectes neurotòxics en 

rates (Moser, 2000), tot i que més tard ha estat adaptat a ratolins (Golub et al., 2004; 

Sills et al., 2000). El protocol utilitzat consta de 18 punts que valoren diferents 

aspectes de les funcions del sistema nerviós central. Al principi de l’anàlisi es va 

valorar l’estat del ratolí en la caixa on es va observar l’estat general d’alerta i 

postura. Es va extraure el ratolí de la seva gàbia i es va posar sobre la ma de 

l’observador per puntuar la reactivitat a la manipulació i observar el seu aspecte 

general. Posteriorment, es va observar el ratolí en una caixa blanca exploratòria 

(60cm x 90cm), per tal d’analitzar conductes que reflexen la activitat del sistema 

nerviós central com la postura i la normalitat o anormalitat de la mateixa, la mobilitat, 

la presència de moviments tònics o clònics, el nombre de aixecaments verticals 

sobre les seves extremitats posteriors (de l’anglès rearings) i conductes de neteja 

(de l’anglès grooming). En la caixa blanca exploratòria es van anotar el nombre de 

miccions i defecacions com a indicadors del funcionament del sistema nerviós 

autònom, la facilitat o dificultat per treure l’animal del recinte (indicador de reactivitat 

o excitabilitat del sistema nerviós) i la resposta a estímuls sensitius com la capacitat 

de resposta de l’animal al contacte i al soroll. Es van valorar com indicadors del 

funcionament motor la capacitat de l’animal per donar-se la volta quan aquest es 

col·loca sobre la seva espatlla, la capacitat de subjecció en les seves extremitats i la 

capacitat per escalar en una reixeta vertical.  

 

4.4.3.2. Activitat a camp obert (“open field”) 

L’activitat i la resposta a un nou ambient van ser mesurades en un aparell format per 

un quadre de fusta 1m x 1m rodejat per una paret de 47 cm d’alçada. El camp té 

dues zones definides, la perifèria (correspon a l’àrea que es troba a 15 cm de la 

paret) i l’àrea central (la resta d’àrea de la caixa). Els ratolins es col·locaven en el 

centre del quadrat a l’inici de l’experiment. Durant l’execució del test, els animals es 

podien moure lliurement  a través de l’open field i el temps donat per explorar-lo era 
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de 15 minuts. El recorregut de l’animal i el nombre de rearings va ser enregistrat 

amb una vídeo càmera (model Sony CCD-IRIS) situada sobre el quadre i 

connectada al programa de vídeo  Ethovision® de Noldus Information Technologies 

(Wageningen, Països Baixos). 

La defecació i la distància recorreguda en el centre del quadrat es van analitzar com 

una mesura de l’ansietat (DeFries et al., 1974; Torrente et al.; 2005) 

 

4.4.3.3. Coordinació motora i aprenentatge (“rota-rod”) 

La coordinació motora es va avaluar en l’aparell de rota-rod (Letica Scientific 

Instruments) amb una roda impulsada per un motor que roda a diferents velocitats i 

que permet analitzar l’equilibri i la coordinació del ratolí. Els animals es valoraran en 

2 dies consecutius: el primer dia servirà perquè l’animal aprengui la tasca (Assaig 

d’aprenentatge) i el següent dia correspon al test (Assaig del test).  

Assaig d’aprenentatge: 2 trials de 120 segons a una velocitat constant de 16 rpm. El 

ratolí té un interval de 30 minuts entre ambdós trials per descansar. L’animal es va 

situar en el cilindre rotatori amb un angle de 45º i a una velocitat constant de 16 rpm. 

En cas que l’animal caigui, es para el cronòmetre i quan es torna a col·locar l’animal 

damunt del cilindre, es continua comptant el temps, fins que aquest pugui completar 

els 120 segons sobre el cilindre. Durant cadascun dels 2 trials, l’observador apunta 

el temps que tarda en caure l’animal per primer cop,  les vegades que l’animal cau i 

si realitza voltes  senceres sobre el seu eix sense caure (de l’anglès flips). 

Assaig del test: 1 trial de màxim 120 segons a una velocitat de 16 rpm i a una 

acceleració constant. En començar l’avaluació, es col·loca a l’animal damunt del 

cilindre que roda a una velocitat de 16 rpm i amb una acceleració constant. La prova 

finalitza  al cap de 120 segons o quan l’animal cau. En aquest cas, l’observador ha 

d’apuntar el temps que l’animal ha aguantat dalt del cilindre.      

 

4.4.3.4. Suspensió corporal (“body suspension”) 

Els animals van ser suspesos per les seves extremitats anteriors amb una goma 

elàstica per posteriorment mesurar el temps que aquests trigaven en soltar-se i 

caure. En un segon assaig es va quantificar l’ús de les extremitats posteriors 

utilitzant una vareta de fusta de 4 mm de diàmetre que permetia una millor subjecció 

dels animals. Els animals havien d’arrupir i balancejar les seves extremitats 

posteriors per agafar-se a la vareta i d’aquesta manera estabilitzar la posició del cos 
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(Metz et al., 2004). L’observador havia d’anotar si l’animal era capaç d’utilitzar 

ambdues extremitats posteriors per subjectar la vareta o pel contrari només s’hi 

podia agafar amb una de les extremitats o bé no era capaç d’utilitzar-ne ninguna. 

 

4.4.3.5. Petjades (“imprinting”) 

L’anàlisi de les petjades va ser descrit per primer cop per De Medinaceli et al. 

(1982). El test va permetre avaluar la coordinació de les extremitats i el suport del 

pes corporal. La superfície de les extremitats en contacte amb el terra es va pintar: 

negre per les extremitats anteriors i roig per les posteriors. Les petjades  

van fer-se en un paper de 5 cm d’amplada per 40 cm de llargada. Aquest recorregut 

ens va permetre estandarditzar la direcció de les petjades en línea. Una sèrie d’ 

almenys 6 petjades consecutives van ésser enregistrades per cada sessió per tal de 

determinar els valors mitjans de la longitud del pas. La longitud del pas comprenia la 

distància entre el centre de la petjada de dos pases consecutives de cada costat del 

cos. Addicionalment, per tal d’avaluar la coordinació de les extremitats, la distància 

entre el centre de les petjades de les extremitats anteriors i posteriors de cada costat 

del cos van ser mesurades (Metz et al., 2004; Pierre et al., 2002). 

 

4.4.3.6. Dos compartiments (“Black & White compartment test”) 

El test dels 2 compartiments es basa en l’aversió innata dels rosegadors als llocs 

il·luminats i al seu comportament exploratori en resposta a agents estressants com 

seria un ambient lluminós (Crawley and Goodwin, 1980). Els paràmetres avaluats 

van ser el temps de latència per entrar al compartiment lluminós, el nombre de 

vegades que el ratolí creuava del compartiment fosc al clar i el temps en que l’animal 

s’hi estava al compartiment clar. Aquest test és una bona mesura de l’ansietat del 

ratolí. Obstant, degut a la capacitat d’aprenentatge dels ratolins, aquest test 

solament es pot aplicar un sol cop.  

 

4.4.3.7. Immunohistoquímica de fluorescència 

Les cèl·lules eren rentades en tampó fosfat salí (PBS), fixades amb paraformaldehid 

al 2% durant 30 minuts, permeabilitzades amb tampó fosfat salí amb Triton X-100 al 

0,005% durant 30 minuts més, tres rentats amb PBS i posteriorment s’eliminà les 

restes de PBS i es va deixar incubar a 4ºC al llarg de tota la nit amb l’anticòs primari 

diluït amb PBS (sc532, dilució 1:100; Santa Cruz Biotechnology, Madrid, Espanya). 
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El següent dia es va deixar temperar la mostra uns 30 minuts aproximadament i 

seguidament es van fer tres rentats amb PBS per prosseguir amb l’ incubació de 

l’anticòs secundari obtingut de cabra amb especificitat per reconèixer l’anticòs 

primari obtingut de ratolí, i  marcat amb FITC. Després de 30 minuts d’incubació, les 

cèl·lules es van rentar 3 cops amb PBS per eliminar l’excés d’anticòs secundari per 

ésser observades al microscopi òptic. 

 

4.4.3.8. Aïllament del RNAm 

El cultiu de les cèl·lules es va aturar per addició del tampó de lisi lliure de RNAases 

(Applied Biosystems, Madrid, Espanya). Les mostres amb tampó de lisi es van 

mantenir 1 hora a 4ºC.  L’obtenció del RNA es va dur a terme utilitzant  l’aparell ABI 

PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems, Madrid, Espanya).  

L’RNA de les cèl·lules es va extreure pel mètode de Trizol (Invitrogen). 

La concentració i puresa del RNA es va estimar per espectrofotometria (absorbància 

260 nm/280 nm). 

 

4.4.3.9. Quantificació d’RNAm per RT-PCR a temps real 

Amb 1 µg d’RNA total de cada mostra per retrotranscripció es va obtenir el cDNA per 

mitjà de l’ utilització d’hexàmers a l’atzar (de l’anglès random hexamers) i de la 

transcriptasa reversa SuperScript II Rnase H- (Invitrogen, Barcelona, Espanya). 

L’expressió del RNAm es va quantificar per PCR quantitativa per mitjà de la 

tecnologia TaqMan en l’aparell ABI PRISM 5700 Sequence Detector System  

combinat amb el sistema de l’assaig 5’ nuclease (Applied Biosystems). Totes les 

reaccions es van realitzar per triplicat usant 5 µl de cDNA en un volum final de 25 µl. 

L’RNAm de G3PDH va ser utilitzat com a control endogen. Els primers TaqMan i les 

sondes van ser específics per humà: DDR1, APC, CNPase, MBP i MOBP. Els pre-

designed Assays on Demand utilitzats van ser els següents: l’ Hs00233612_m1 pel 

gen DDR1, l’ Hs00181051_m1 pel gen APC, l’ Hs00263981_m1 pel gen CNPase, l’ 

Hs00922788_m1 pel gen MBP i l’ Hs00379220_m1 pel gen MOBP. 

L’expressió d’RNAm per cada mostra es va calcular aplicant el mètode 2−ΔΔCt segons 

les instruccions d’Applied Biosystems. La quantificació de cDNA va realitzar-se 

respecte al calibrador de la mostra control que pel mètode 2−ΔΔCt es va assignar 

arbitràriament com 1. 
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4.4.3.10. Anàlisi d’imatge 

Seccions representatives van ser analitzades amb un microscopi de fluorescència 

(Nikon Eclipse 600, Barcelona, Espanya) equipat amb una càmera i filtres que van 

permetre l’excitació dels electrons de la molècula FITC (495/10 nm de longitud 

d’ona).   

Les estructures marcades amb FITC van ser digitalment fotografiades utilitzant  

objectius de diversa magnificació (x2 a x40, x100) després d’estar exposades  a la 

longitud d’ona excitatòria per FITC uns 40 segons, segons les instruccions del 

software (AnalySISTM sofware, Soft Imaging System, Münster, Alemanya).   

Microfotografies de la regió del cos callós van ser analitzades amb el microscopi 

electrònic de transmissió (JEOL JEM-1011, Tokio, Japó) a una magnificació de 500 i 

200 nm. 

 

4.4.3.11. Anàlisi estadística 

Les comparacions de les mesures preses entre grups van ser analitzades pel test de 

l’ANOVA o pel test T-student per dades no aparellades. El test de Tukey va ser 

utilitzat per comparacions múltiples de grups en el moment adequat. Els tests no 

paramètrics van ser aplicats en el cas que no es complís el supòsit d’homogeneïtat 

de variàncies (test de Krusckal-Wallis). Les variables categòriques van analitzar-se 

per el test  χ2. 

En  l’estudi 2, l’ANOVA es va utilitzar per determinar l’efecte de 2 factors: el genotip i 

el tractament amb cuprizona; i el pes es va afegir com a covariable en alguns punts 

del test FOB per demostrar efectes significatius del genotip. La significació es va 

assignar com p<0.05. 
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5.1. ESTUDI 1.  

Caracterització conductual durant el segon període de remielinització de 

ratolins tractats amb cuprizona al 0.2% durant 6 setmanes. 

 

5.1.1. Antecedents 

Tal com hem comentat en la introducció d’aquesta tesis, DDR1 es troba en 

oligodendròcits madurs i presenta els seus nivells més alts d’expressió durant 

l’estadi de mielinització post natal en ratolí (Franco-Pons et al., 2006). Aquests 

resultats suggereixen que DDR1 participa en el desenvolupament i manteniment de 

la beina de mielina. Aquests resultats ens van permetre plantejar-nos un segon 

estudi, finançat pel Fondo de Investigación Sanitaria (FIS, projecte PI02-0498), on 

vàrem realitzar l’experiment de desmielinització/remielinització en ratolins per 

administració de cuprizona 0.2%. Es va fer una avaluació del comportament dels 

ratolins ja que en la literatura no existia cap estudi descrit. Els resultats de 

l’experiment es recullen en l’article signat per Franco-Pons i col·laboradors (2007) i 

que resumim a continuació:  

Es va utilitzar un conjunt de tests comportamentals: la bateria d’observació funcional 

(FOB), open-field test i el rota-rod test. S’observà que en l’inici de la desmielinització 

(3ª i 4ª setmana de tractament amb cuprizona al 0.2%), els animals mostraven un 

increment en l’activitat del SNC i una inhibició de la resposta  ansiògena enfront a un 

nou estímul. A les 5 setmanes de tractament, quan la desmielinització és màxima, 

l’equilibri dels animals es va alterar així com la reactivitat sensoriomotora. A més a 

més, l’anàlisi per rota-rod va demostrar que el grup tractat presentava un 

deteriorament de la coordinació motora respecte als animals control. Després de 

finalitzar l’administració per via oral de cuprizona al 0.2% (6ª setmana) els animals 

van rebre dieta estàndard fins a les 12 setmanes, moment en el que s’avaluà el 

comportament dels animals i es va poder confirmar que aquests encara presentaven 

deficiències motores.  

 

5.1.2. Objectius 

Partint dels resultats que anteriorment hem descrit, ens vam plantejar els següents 

objectius: 
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1. Avaluar el comportament dels animals en el període posterior a interrompre el 

tractament amb cuprizona i durant el segon pic de remielinització (setmana 8 

de l’experiment). 

2. Ampliar el nombre de proves de comportament, per afinar amb més detall en 

la valoració de paràmetres com l’ansietat, el dèficit d’ inhibició, l’activitat i la 

marxa.  

3. Avaluar el dany axonal i en la beina de mielina en els animals tractats amb 

cuprizona.  

4. Recopilar la major informació possible sobre logística abans d’aplicar aquest 

model en ratolins deficients en DDR1. 

 

5.1.3. Resultats 

Evolució del pes durant l’experiment 

El pes va incrementar al llarg del procediment experimental tot i que estava atenuat 

en el grups tractats amb cuprizona. 

A les 8 setmanes d’iniciar l’estudi, el grup control havia incrementat el seu pes en un 

114% mentre que el grup tractat ho havia fet en un 105% (p<0.05). Al final de l’estudi 

l’increment total del pes corporal fou de 121% pels controls i d’un 118% per als 

tractats amb cuprizona (la diferència entre els dos grups no resulta estadísticament 

significativa). 

 

Gruix i estructura de la beina de mielina  

Es va escollir el cos callós com estructura de substància blanca representativa per a 

l’estudi ultraestructural de la beina de mielina. Els resultats obtinguts amb el 

microscopi electrònic de transmissió es mostren en la Figura 11. En els animals 

controls el percentatge de axons mielinitzats es superior al 50%. A les 3 setmanes 

de seguir el tractament amb cuprizona la proporció d’axons mielinitzats es manté 

però la capa de mielina té una aparença més laxa i a més presenta punts de 

discontinuïtat (Figura 11, panells c i d). A la 6ena setmana de l’experiment mentre 

l’animal ha estat alimentat amb cuprizona la proporció d’axons mielinitzats decau per 

sota 20% i s’observa que els axons que tenen mielina la tenen molt poc compactada 

(Figura 11, panells e i f). A la 8ena setmana de l’experiment, després de dues 

setmanes sense administració de cuprizona, s’observa una proporció més gran 

d’axons mielinitzats i la mielina tot i que està més compactada té una gruixària 
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inferior que en les controls (Figura 11, panell g). A la 10ena setmana experimental la 

proporció d’axons mielinitzats es similar a la dels animals controls. El gruix i la 

compactació de la mielina també són normals (Figura 11, panell i), si bé encara 

s’observen alguns axons amb la beina de mielina alterada (Figura 11, panell j). A la 

12ena i 20ena setmana de l’experiment l’aspecte de la mielina es similar al dels 

animals controls (Figura 11, panells k-m).    

 

Estructura dels axons 

A la 3ena setmana de l’experiment quan fa 3 setmanes que reben tractament amb 

cuprizona, els axons dels animals tenen la morfologia (mida i forma) i la 

electrodensitat interna similar a la que presenten els animals controls (Figura 11, 

panells c i d).  

Després de 6 setmanes de tractament s’observa una gran alteració en els axons. 

Per una banda  existeix una alta proporció d’axons desmielinitzats amb l’estructura 

interna desorganitzada (com si estiguessin buits). Per altra banda es detecta en 

molts d’aquests axons la presència de mitocondris gegants (Figura 11, panells e i f). 

Dues setmanes després de retirar la cuprizona l’aparença dels axons és molt similar: 

hi segueix havent pocs axons mielinitzats i els no milelinitzats són clars i amb 

presència de mitocondris gegants (Figura 11, panells g i h). 

A la setmana 10 de l’experiment, quan els ratolins ja porten 4 setmanes alimentats 

amb dieta normal, la majoria dels axons ja estan mielinitzats i tenen una aparença 

similar a la dels controls (Figura 11, panell i). No obstant, encara s’observen alguns 

axons amb mitocondris gegants (Figura 11, panell j). Tot i que s’ha descrit que a 

partir de les 6 setmanes d’haver deixat el tractament amb cuprizona els ratolins 

recuperen la normalitat en l’estructura de la mielina nosaltres encara observem 

algunes alteracions, com la presència més abundant de mitocondris gegants,  en 

alguns axons a la setmana 12 i la setmana 20 de l’experiment (Figura 11, panells k-

m).  
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Figura 11. Anàlisis ultraestructural per TEM del cos callós. Marcada desmielinització a la 
setmana 3 i a la setmana 8. Durant el pic de remielinització (8ª setmana), els axons 
presenten una beina de mielina compactada i més prima que en la setmana prèvia i 
posterior al pic. El grup de 20 setmanes té un aspecte semblant al control. Les fletxes 
indiquen la posició de mitocondris gegants  L’escala emprada és de 500 i 200 nm.  
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Tests de comportament 

Els paràmetres de comportament que van mostrar un resultat estadísticament 

significatiu (p<0.05) per efecte del tractament amb cuprizona es mostren en les 

taules , 5 i 6. S’han obviat la resta de resultats per mostrar-ho de forma més clara.  

 

Bateria d’observació funcional:  functional observational battery –FOB- 

Un total de 18 paràmetres van ser puntuats per determinar el comportament anòmal 

dels rosegadors, indicant una disfunció del sistema nerviós central o perifèric. Els 

resultats estadísticament significatius es mostren a la taula 4. Els ratolins tractats 

amb cuprizona mostraven una menor activitat de neteja en la gàbia que els controls 

a les tres setmanes d’iniciar el tractament (p<0.05), mentre que a les sis, a les deu i 

a les dotze setmanes els tractats mostraven una davallada en la reacció al contacte 

respecte als seus controls (p<0.05). A les vuit setmanes el nombre d’aixecaments 

verticals a la gàbia fou significativament diferent (p<0.05), essent els tractats els qui 

realitzaven un menor nombre d’aixecaments verticals. Els animals tractats 

aconsegueixen finalitzar el test de pantalla invertida en més proporció que els 

animals controls (tot i que es giren, no pugen la pantalla fins el cap damunt) (p<0.05) 

després de deu setmanes d’iniciar l’experiment. A les dotze setmanes l’activitat de 

neteja a camp obert és major en els ratolins tractats amb cuprizona que en els 

controls (p<0.05). 

En el grup de recuperació (20 setmanes) s’observa una disminució en la reacció dels 

animals al treure’ls de la gàbia respecte els seus controls (p<0.05).  
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Taula 4. Diferències significatives entre grups en els paràmetres valorats per la bateria 
d’observació funcional (FOB). Només es mostren els resultats significatius (p<0.05). 
Resultats expressats com mitjana ± error típic, excepte en les variables categòriques reacció 
al contacte, pantalla invertida i reacció al treure’ls de la gàbia, on els resultats s’han 
expressat en freqüències (nombre d’animals afectats/nombre total d’animals avaluats). 
 

Test Suspensió corporal: body suspension 

A la setmana 8 i  12 de l’estudi, els animals tractats amb cuprizona van mostrar un 

dèficit en la coordinació muscular i habilitat per utilitzar les extremitats posteriors 

(p<0.05). A la setmana 10 el tractament amb cuprizona va provocar una disminució 

de la força de subjecció dels animals (p<0.05). Els resultats es mostren a la taula 5. 

 

Test de les petjades: imprinting 

El grup tractat amb cuprizona presentava una distància entre passes 

significativament menor que el grup control a la setmana 8 i 11 de l’estudi (p<0.01; 

p<0.001, respectivament). Resultats recollits en la taula 5. 

 

Test de coordinació motora i aprenentatge: rota-rod 

A la setmana 3 els animals tractats amb cuprizona presentaven una disminució de la 

latència a caure en el primer assaig d’aprenentatge (p<0.05), i en el segon assaig 

d’aprenentatge (p<0.05). En aquesta mateixa setmana també s’observà un major 

nombre de caigudes durant el primer assaig d’aprenentatge en el grup tractat 

(p<0.001). En la setmana 8, no obstant, el major nombre de caigudes durant el 

primer assaig d’aprenentatge s’observà en el grup control (p<0.05). Els resultats per 

aquest test es mostren a la taula 5. 

 

    Grup  

Controls Tractats 

   

  

 
Nivell de 

significació 
Setmana  Paràmetre 

   

3  Activitat neteja (gàbia) 2.33 0.65 0.75 0.25 0.04 

6  ↓ Reacció al contacte  8/12 12/12 0.039 

8  Aixecaments verticals 4.921.12 2.080.70 0.043 

10 
 ↓ Reacció al contacte 8/12 12/12 0.029 

Pantalla invertida (no finalitzen la prova) 6/12 1/12 0.025 

12 
 Activitat neteja (camp obert) 0.670.23 1.640.28 0.013 

↓ Reacció al contacte 32/12 22/12 0.035 

20  ↓ Reacció al treure’ls de la gàbia 3/12 10/10 0.015 
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    Grup  

Controls Tractats 

   

  

 
Nivell de 

significació 
Setmana Test Paràmetre 

   

3 

 Latència caiguda al primer intent 
d’aprenentatge 

30.1712.50 2.500.31 
0.049 

RR Latència caiguda al segon intent 
d’aprenentatge 

57.4211.08 21.927.67 
0.015 

 Caigudes primer intent 4.751.25 10.421.36 0.006 

8 

RR Caigudes primer intent 16.252.89 8.921.51 0.027 

BS Coordinació 1.83 ±0.11 1.25 ± 0.18 0.012 

IM Distància entre pases 7.090.92 6.540.12 0.002 

10 BS Força de subjecció 3.330.58 1.830.40 0.046 

12 
BS Coordinació 1.58 ±0.19 0.91 ± 0.16 0.015 

IM Distància entre passes  3.920.06 3.590.06 0.001 

 

Taula 5. Avaluació coordinació motora pel test de la coordinació motora i d’aprenentatge 
(RR), el test de suspensió corporal (BS) i pel test de les petjades (IM). Només es mostren 
els resultats significatius (p<0.05). Resultats expressats com la mitjana ± error típic. La 
variable categòrica coordinació s’ha expressat com a freqüència (puntuació obtinguda al 
test/nombre total d’animals avaluats). 

 

 

Test dels dos Compartiments: Black and White compartment test 

Els resultats per aquest test es mostren a la taula 6.El tractament amb cuprizona 

comportava una disminució de les entrades al compartiment clar a la setmana 8 

(p<0.05) i un augment de les entrades a les setmanes 10 (p<0.05) i 12 (p<0.05) de 

l’estudi.  

D’altra banda, el temps en el compartiment fosc en els animals tractats amb 

cuprizona fou menor a la setmana 10 (p<0.01), 12 (p<0.05) i 20 (p<0.05). 

A la setmana 12, el paràmetre latència d’entrada al compartiment clar fou inferior en 

el grup tractat amb cuprizona respecte al grup control (p<0.05). 

 

Activitat en el camp obert: open field 

Fins a la setmana 6 de l’estudi no observem resultats estadísticament significatius. 

Observem que durant l’ interval de temps comprès entre els 0 i 5 primers minuts, els 

animals que han rebut cuprizona fan menys entrades al centre (p<0.01), s’hi estan 

menys temps (p<0.01), la distància recorreguda al centre i la distància total 

recorreguda són menors (p<0.01) i el nombre d’aixecaments verticals al centre 

durant aquest primer interval de temps és inferior (p<0.01).  
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Pel que fa al nombre d’aixecaments verticals en tot el camp obert, s’ha observat que 

en tots tres intervals de temps i en el còmput total, els grups tractats amb cuprizona 

són els qui en fan menys (p<0.05; p<0.05; p<0.05; p<0.01, respectivament). En 

aquesta mateixa setmana, el grup tractat amb cuprizona presenta els valors de la 

distància total recorreguda (p<0.05) i distància total recorreguda al centre (p<0.05) 

inferiors als valors obtinguts en els controls. 

A la setmana 10 la relació entre la distància recorreguda al centre i la distancia total 

recorreguda és superior en els tractats (p<0.05) en l’ interval de temps comprés 

entre els 10 i 15 minuts. 

En la setmana 12 els resultats estadísticament significatius s’observen en el primer 

interval de temps (entre els 0 i 5 minuts). En el grup tractat, la freqüència d’entrada al 

centre és inferior (p<0.05), a l’igual que el temps que romanen al centre (p<0.05), la 

distància recorreguda al centre (p<0.05) i el nombre d’aixecaments verticals al centre 

(p<0.05). La relació entre la distància recorreguda al centre respecte la distancia 

total recorreguda és superior en els controls (p<0.05). 

El temps que els animals s’estan al centre és més baix en el grup tractat amb 

cuprizona (p<0.05) durant el primer interval de temps (entre els 0 i 5 minuts) a la 

setmana 20 d’aquest l’estudi Els resultats per aquest test es mostren a la taula 6. 
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Taula 6. Avaluació de l’ansietat de l’animal mitjançant el test dels dos compartiments (B&W) 
i el test de l’activitat a camp obert (OF) . Només es mostren els resultats significatius 
(p<0.05). Resultats expressats com la mitjana ± error típic. 

 

 

 

 

    Grup  

Controls Tractats 

   

  

 
Nivell de 

significació 
Setmana Test Paràmetre 

   

6 

 
 
 
 
 
 
 
 
OF 

Freqüència d’entrades al 
centre 0-5’ 

17.17±1.65 10.83±0.69 
0.002 

Temps al centre 0-5’ 31.13±3.86 18.47±1.31 0.008 

Distància recorreguda al 
centre 0-5’ 

567.08±62.31 328.67±26.64 
0.002 

Distància total recorreguda 0-
5’ 

3405.42±246.05 2612.17±129.35 
0.009 

Rearings al centre 0-5’ 14.17±1.50 8.58±0.62 0.002 

Rearings 0-5’ 32.92±3.85 20.75±2.25 0.012 

Rearings 5-10’ 35.50±3.44 26.33±1.77 0.027 

Rearings 10-15’ 33.75±2.48 25.92±2.57 0.039 

Distància total recorreguda 8973.20±448.09 7476.63±313.69 0.012 

Distància total recorreguda al 
centre 

1746.14±169.54 1304.45±104.30 
0.037 

Rearings totals 102.17±6.66 73.00±4.98 0.002 

8 
B&W Entrades al compartiment 

clar 
6.920.50 5.170.42 

0.014 

10 

 
B&W 

Entrades al compartiment 
clar 

5.42 0.50 7.08 0.53 
0.032 

Temps en el compartiment 
fosc 

197.33 4.62 175.75 5.55 
0.007 

OF Distància recorreguda 
centre/total 10-15’ 

0.20±0.13 0.25±0.21 
0.034 

12 

 
 
B&W 

Latència d’entrada 64.17 11.31 35.08 5.85 0.036 

Entrades al compartiment 
clar 

5.17 0.37 7.25 0.74 
0.022 

Temps en el compartiment 
fosc 

186.50 6.78 165.83 3.88 
0.017 

 
 
 
 
OF 

Freqüència d’entrades al 
centre 0-5’ 

16.25±1.69 11.00±1.37 
0.025 

Temps al centre 0-5’ 30.35±3.47 18.78±2.65 0.015 

Distància recorreguda al 
centre 0-5’ 

454.09±44.28 312.41±38.33 
0.024 

Rearings al centre 0-5’ 12.00±1.31 7.83±1.33 0.036 

Distància recorreguda 
centre/total 0-5’ 

0.16±0.02 0.12±0.01 
0.047 

20 

B&W Temps en el compartiment 
fosc 

186.506.78 157.108.83 
0.014 

OF Temps al centre 0-5’ 46.95±6.27 28.14±4.59 0.030 
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5.2. ESTUDI 2. 

Caracterització conductal i estructura de la mielina en el ratolí deficient per 

DDR1 i estudi de la seva capacitat de remielinització.  

 

5.2.1. Antecedents 

Un cop establert al nostre laboratori el model de demielinització-remielinització per 

administració oral de cuprizona i establertes les pautes d’alteració del comportament 

dels ratolins sotmesos a aquest model, vàrem iniciar l’estudi següent per  avaluar 

quins dèficits conductuals presentaven els ratolins deficients  per DDR1 i com 

responien a la desmielinització causada per l’administració de cuprizona.  

 

5.2.2. Objectius 

1. Estudiar morfomètricament l’estructura de les fibres mielinitzades en el cos 

callós com una àrea representativa de substància blanca en el ratolí deficient 

per DDR1. 

2. Avaluar el comportament dels ratolins deficients per DDR1 i comparar els 

resultats amb els obtinguts en els animals salvatges.  

3. Estudiar morfomètricament l’estructura de les fibres mielinitzades en el cos 

callós en el ratolí deficient per DDR1 durant el procés de desmielinització i en 

la etapa de remielinització. 

4. Avaluar el comportament dels ratolins deficients per DDR1 durant el procés 

de desmielininització i en la etapa de remielinització. 

5. Comparar l’estructura de les fibres mielinitzades del cos callós en el ratolí 

deficient per DDR1 amb l’estructura dels ratolins salvatges durant el procés 

de desmielinització i en la etapa de remielinització. 

6. Comparar les alteracions en el comportament del ratolí deficient per DDR1 

amb el ratolí salvatge durant el procés de desmielinització i en la etapa de 

remielinització  
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5.2.3. Resultats 

 

Pes i resultats generals 

El pes es va mesurar setmanalment tal com s’indica en la Figura 12.Al final de 

l’estudi l’increment total del pes corporal fou de 115% per la varietat salvatge DDR1 

(DDR1+/+) control i d’un 130% per la varietat DDR1+/+ tractat (nivell de significació 

p<0.0001). Figura 12, panell B. 

Tant els animals DDR1-/- controls com tractats  presentaven al final de l’estudi un 

increment del 107% i 105% respectivament (valor p no significatiu). Els animals 

DDR1-/- eren més petits i per aquest motiu es va utilitzar el seu pes com a 

covariable quan va ser necessari. Un dels animals deficients per DDR1 no va 

guanyar pes i va tenir que ser sacrificat i eliminat de l’estudi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Evolució del pes dels animals. El pes va ser mesurat setmanalment. Es mostren 
els valors de les mitjanes sense la seva desviació estàndard per evitar confusions alhora 
d’interpretar el gràfic. L’ANOVA va revelar diferències estadísticament significatives segons 
el genotip, tractament i temps (p<0.05).   

 

 

Efecte del genotip sobre l’axó i la beina de mielina en el cos callós 

La mida de l’axó va veure’s incrementada al transcurs de l’estudi en els ratolins 

control DDR1+/+ amb una mitjana de 0.87 m2 a la setmana 0 fins assolir el valor de 

1.52 m2 a la setmana 12, en decrement de la densitat dels axons (Figura 13, panel 

a). Una marcada correlació negativa (ρ=-0.7, P<0.05) entre la mida de l’axó i la seva 
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densitat es va observar a les 12 setmanes de l’estudi, fet que evidencia el 

creixement dels axons. 

Una dada interessant per destacar en els ratolins deficients per DDR1 és una major 

variabilitat en la mida de l’axó, essent la mitjana a la setmana 12 de l’estudi més 

petita que la dels seus homòlegs portadors del gen (Figura 13, panel a i b, p<0.05). 

El gruix de la beina de mielina fou lleugerament més petita en els animals DDR1-/- al 

llarg de l’experiment comparat amb els DDR1+/+ (Figura 13, panel a, dades 

estadísticament no significatives). Els animals deficients per DDR1 mostraven uns 

axons més petits, més densos i amb una beina de mielina més prima que els 

DDR1+/+ (Figura 13, panels a i b). 

 

Efecte del tractament amb cuprizona sobre l’axó i la beina de mielina en el cos 

callós 

Tal i com era d’esperar, durant el segon pic de remielinització (setmana 8) els 

animals del grup tractat DDR1+/+ van exhibir una densitat de l’axó menor si ho 

comparem amb el grup control (Figura 13, panel a i b, p<0.05). A la setmana 12 la 

densitat de les fibres de mielina fou similar a la del control. El gruix de la beina de 

mielina al pic de remielinització en els animals del grup tractat DDR1+/+ fou 

significativament major (p<0.05) que en el grup control. 

A la setmana 8, els animals DDR1-/- tractats amb cuprizona presentaven diferències 

estadísticament significatives respecte tots els paràmetres de mielina comparat amb 

els animals DDR1+/+ tractats amb cuprizona ( mida de l’axó, densitat i gruix de la 

beina de mielina; tots amb una p<0.005; Figura , panels a i b). A més a més, els 

DDR1-/- tractats amb cuprizona diferien dels DDR1+/+ control no tractats només en 

el gruix de la beina de mielina (p<0.05). 

 A la setmana 8, cal remarcar l’ increment del 133% en el gruix de la beina de 

mielina observat en els animals DDR1+/+ respecte un 117% observat als DDR1-/-, 

fet que evidencia que en els DDR1-/- responen menys a la remielinització dels 

axons. Un cop finalitzat el tractament amb cuprizona, els paràmetres de la mielina 

van retornar a valors similars tant els grups control DDR1+/+ com en els grups 

control DDR1-/- (setmana 12 de l’estudi). 
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Figura 13. Àrea i densitat axonal i gruix de les fibres de mielina durant el procés de 
remielinització en el cos callós. A. Els gràfics de la dreta i esquerra representen el calibre de 
l’axó, la densitat axonal i gruix de la beina de mielina. Símbols representats per la mitjana ± 
desviació típica. Línies contínues amb cercles representen els DDR1 +/+ mentre que les 
línees discontínues amb quadrats representen els DDR1-/-. El test T-Student va ser usat per 
comparar les mitjanes entre genotips (diferències estadísticament significatives a *p<0.05) i 
entre el tractat i el grup control (§p<0.05). Els valors àrea de l’axó, densitat axonal i el gruix 
de la beina de mielina van ser calculats a partir de 100 mesures. Dos investigadors cecs  
van avaluar l’estat del teixit aplicant mesures morfomètriques. B. Tinció amb blau de 
toluïdina de seccions semifines de fibres de mielina procedents del cos callós. La mostra es 
va observar a 100X. DDR1-/- presenta un gruix de la mielina inferior  i durant la 
remielinització induïda als animals tractats amb cuprizona (8ª setmana), aquests presenten 
diferències significatives amb els ratolins de la varietat salvatge.  
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Tests de comportament  

 

Test Bateria d’observació funcional: functional observational battery  

Diferències entre DDR1-/- i DDR1+/+ 

Un total de 18 paràmetres van ser avaluats per analitzar l’estat general de l’animal. 

En global es va observar un efecte del genotip en les diferències observades pel 

FOB (Taula 5). Els ratolins DDR1-/- mostraven alteracions en el caminar i dèficits en 

la coordinació motora (test de la pantalla invertida) comparat amb els DDR1+/+ 

(p<0.01). Aquest efecte del genotip sobre el caminar era independent del temps 

experimental. A partir de la 6ª setmana, els animals deficients per DDR1 mostraven 

una davallada en la reacció per contacte (test de resposta al contacte, p<0.05). 

Anàlisis quantitatius del FOB van mostrar també que el genotip influenciava en el 

comportament. Animals deficients amb DDR1-/- tenien la tendència de tenir menys 

activitat de neteja en el test al camp obert que  els ratolins DDR1+/+, essent els 

valors significativament diferents en les setmanes  3, 5, 7 i 12 (Taula 5, p<0.05). Hi 

ha una tendència d’incrementar el nombre d’aixecaments verticals quan s’observa 

l’animal en la seva caixa: el grup DDR1-/- presenta diferències significatives respecte 

al control en la setmana 12 (Taula 5, p<0.0001). 

 

Efecte del tractament amb cuprizona entre DDR1-/- i DDR1+/+ 

Els animals DDR1+/+ tractats amb cuprizona durant 6 setmanes presentaven 

algunes alteracions com: 1) En la setmana 7, els animals mostren dificultat per 

donar-se la volta quan l’animal es col·loca sobre la seva espatlla. ( p<0.05) 2)  Hi ha 

una davallada en la reacció a la manipulació a partir de la setmana 10 (p<0.05) 

(Taula 5). Els animals DDR1-/- tractats van presentar efectes contraposats respecte 

els DDR1-/- controls puntualment: diferències estadísticament significatives, en quan 

a la capacitat de donar-se la volta, a les setmanes 1 i 6 (p<0.05) i en quan a la 

mobilitat a les setmanes 7, 9 i 10 ( p<0.05) (Taula 5). 

El tractament amb cuprizona en el grup DDR1+/+ fa decréixer l’activitat 

d’aixecaments verticals i l’activitat de neteja, essent estadísticament significatiu en 

les setmanes 3, 7 i 12 (Taula 6, p<0.05). El tractament en cuprizona als ratolins 

DDR1-/- només comporta una davallada dels aixecaments verticals (Taula 6, 

p<0.05). 

Resultats __________________________________________________________  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CONTRIBUCIÓ DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCÉS DE MIELINITZACIÓ. APLICACIÓ DE DIFERENTS 
MODELS EXPERIMENTALS 
Jordi Tomàs Roig 
ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010 



 
75 

Es va utilitzar el test estadístic ANOVA per mesures repetides considerant el genotip 

i el tractament com a factors i els dies com a variables moduladores per determinar 

un possible efecte de la durada de l’estudi en el nombre d’aixecaments verticals i en 

l’activitat de neteja a la gàbia i a camp obert. No es van observar efectes per cap 

dels paràmetres analitzats. El reduït nombre d’animals en que es va poder treballar 

hauria de tenir-se en compte en vers els resultats obtinguts.   
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Table 1. Qualitative analysis of the Functional Observatory Battery (FOB). Number of animals 
affected/number  

 Grup 

 Controls Tractats  

Setmana Paràmetre
 

Ddr1+/+ Ddr1-/- Ddr1+/+ Ddr1-/- 

1 

Pas 0/7 6/6*** - - 

Abnormalitats al pas 0/7 6/6*** - - 

Pantalla invertida 4/7 6/6** - - 

2 

Pas 2/7 5/6* 1/7 5/6 

Abnormalitats al pas 1/6 5/6* 1/7 5/6 

Pantalla invertida 3/6 6/6* 3/7 5/6 

Capacitat per adreçar-se 1/6 3/6 0/7 0/6* 

3 

Pas 0/7 6/6** 0/7 6/6 

Abnormalitats al pas 0/7 6/6*** 0/7 6/6 

Pantalla invertida 2/7 5/6* 0/7 4/6 

4 

Pas 0/7 6/6** 0/7 6/6 

Abnormalitats al pas 0/7 6/6*** 0/7 6/6 

Pantalla invertida 1/7 4/6* 0/7 4/6 

5 

Pas 0/7 6/6** 1/7 6/6 

Abnormalitats al pas 0/7 6/6*** 1/7 6/6 

Movilitat  0/7 3/6* 1/7 5/6 

Pantalla invertida  1/7 5/6* 0/7 5/6 

Capacitat per adreçar-se 0/7 4/6* 0/7 3/6 

6 

Pas 0/7 6/6** 0/7 6/6 

Abnormalitats al pas 0/7 6/6*** 0/7 6/6 

 reacció al contacte 0/7 3/6* 0/7 3/6 

Movilitat  0/7 1/6* 0/7 6/6 

Capacitat per adreçar-se 0/7 3/6 2/7 5/6* 

7 

Pas 0/7 6/6** 0/7 6/6 

Abnormalitats al pas 0/7 6/6*** 0/7 6/6 

 reacció al contacte 0/7 4/6** 1/7 4/6 

Capacitat per adreçar-se 0/7 5/6** 4/7* 6/6 

Movilitat 0/7 1/6 0/7 6/6* 

miccions (camp obert) 1/7 3/6 2/7 0/6* 

8 

Pas 0/6 6/6** 1/7 6/6 

Abnormalitats al pas 0/6 6/6** 0/6 6/6 

 reacció al contacte 0/6 5/6** 1/7 4/6 

9 

Pas 0/6 6/6** 0/7 6/6 

Abnormalitats al pas 0/6 6/6** 0/7 0/6 

 reacció al contacte 0/6 5/6** 1/7 3/6 

Movilitat  0/6 0/6 0/7 3/3* 

10 

Abnormalitats al pas 0/3 4/4** 0/4 4/4 

 reacció al contacte 0/3 4/4** 2/4 4/4 

 reacció a la manipulació 0/3 1/4 3/4* 3/4 

Movilitat 0/3 0/4 0/4 3/4* 

11 

Abnormalitats al pas 0/3 3/3* 0/4 4/4 

 reacció al contacte 0/3 4/4** 1/4 4/4 

 reacció a la manipulació 0/3 1/4 3/4* 3/4 

12 

Pas 0/3 4/4* 0/4 4/4 

Abnormalitats al pas 0/3 4/4** 0/4 4/4 

 reacció al contacte 0/3 4/4** 0/4 4/4 

 reacció a la manipulació 0/3 1/4 3/4* 4/4  
 
Taula 5. Anàlisis qualitatius per l’FOB. Resultats expressats com el nombre d’animals 
afectats/ nombre d’animals assajats. Amb negreta els resultats significatius. El grau de 
significació ve marcat per * (p<0,05), ** (p<0,01) i *** (p<0,001). Els diferents grups es 
comparen amb els seus controls (control DDR1-/- versus control DDR1+/+, tractat DDR1+/+ 
versus control DDR1+/+, tractat DDR1-/- versus control DDR1-/-).  
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Grup 

Setmana Paràmetre
 

Controls Tractats 

  Ddr1+/+ Ddr1-/- Ddr1+/+ Ddr1-/- 

3 

Rearings (caixa) 7.14±1.94 4.33±1.69 1.00±0.53* 1.83±1.45 

Groomings (camp obert) 1.28±0.18 0.17±0.17** 1.00±0.22 0.67±0.21 

5 Groomings (camp obert) 2.00±0.31 0.33±0.21** 1.14±0.34 0.17±0.17 

7 

Rearings (caixa) 4.57±1.44 4.67±1.08 3.29±1.23 1.00±0.68* 

Groomings (camp obert) 2.29±0.57 0.33±0.21* 0.85±0.14* 1.17±0.65 

12 

Rearings (caixa) 1.33±1.33 5.75±0.48* 1.75±1.43 0.75±0.75** 

Groomings (camp obert) 2.33±0.33 1.25±0.25* 1.25±0.25* 0.75 ±0.48 

  

Taula 6. Anàlisis quantitatius per l’FOB. Resultats expressats com la mitjana ± desviació 
estàndard. Amb negreta els resultats significatius. El grau de significació ve marcat per * 
(p<0,05), ** (p<0,01) i *** (p<0,001). Els diferents grups es comparen amb els seus controls 
(control DDR1-/- vs control DDR1+/+, tractat DDR1+/+ vs control DDR1+/+, tractat DDR1-/- 
vs control DDR1-/-).  

 

 

Test Suspensió corporal: body suspension 

Diferències entre DDR1-/- i DDR1+/+ 

Es va detectar novament, l’efecte del genotip en les diferències observades en 

aquest test: força de subjecció (Taula 7, p<0.001) i en la coordinació muscular (Taula 

7, p<0.001). Els ratolins deficients en DDR1 presentaven una força de subjecció i 

coordinació muscular empobrida comparat amb els animals DDR1+/+ controls.  

 

Efecte del tractament amb cuprizona entre DDR1-/- i DDR1+/+ 

El tractament en cuprizona va deteriorar lleugerament la força de subjecció a l’igual 

que la coordinació muscular, a partir de la tercera setmana en els animals DDR1+/+, 

tot i que aquestes diferències van ser estadísticament significatives en la setmana 3 

per la força de subjecció (p<0.05) i en la setmana 7 per la coordinació muscular 

(p<0.05). El tractament en cuprizona no va afectar el comportament en els ratolins 

DDR1-/- (Taula 7).    
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 Grup 

Setmana 

Controls Tractats 

Ddr1+/+ Ddr1-/- Ddr1+/+ Ddr1-/- 

Força de subjecció extremitats anteriors 

1 4.21± 0.48 1.67±0.28*** - - 

2 3.71±0.48 1.83±0.31** 4.14±0.59 2.50±0.56 

3 4.00±0.31 1.50±0.22*** 2.71±0.28* 2.00±0.26 

4 3.57±0.37 1.33±0.21*** 2.57±0.43 1.33±0.21 

5 4.57±0.81 1.17±0.17** 3.00±0.49 1.00±0.00 

6 3.71±0.75 1.17±0.17* 2.43±0.30 1.00±0.00 

7 3.86±0.80 1.00±0.00* 2.43±0.43 1.00±0.00 

8 3.83±0.87 1.00±0.00* 3.14±1.01 1.17±0.17 

9 3.33±0.33 1.20±0.20** 4.87±1.75 2.00±0.52 

10 3.67±0.33 1.00±0.00* 2.00±0.57 1.25±0.25 

11 4.00±0.58 1.00±0.00** 2.50±0.29 1.50±0.29 

12 5.00±1.00 1.50±0.29 3.00±0.41 2.00±0.41 

Coordinació muscular i habilitat per utilitzar les extremitats posteriors
 

1 1.79±0.15 0.92±0.19** - - 

2 1.71±0.18 1.33± 0.33 2.00±0.00 0.50±0.22 

3 1.86±0.14 0.67±0.21** 1.57±0.20 0.33±0.33 

4 1.71±0.18 0.50±0.22** 1.29±0.29 0.33±0.33 

5 1.71±0.18 0.50±0.22** 1.57±0.20 0.33±0.33 

6 1.71±0.18 0.67± 0.21** 1.57±0.20 0.33±0.33 

7 1.71±0.18 0.67±0.21** 0.86±0.26* 0.33±0.33 

8 1.67±0.21 0.67±0.33* 1.00±0.22 0.33±0.33 

9 1.83±0.17 0.20±0.20*** 1.63±0.18 0.33±0.33 

10 2.00±0.00 0.25±0.25** 1.50±0.50 0.50±0.50 

11 1.67±0.33 0.25±0.25* 1.50±0.50 0.75±0.48 

12 2.00±0.00 0.25±0.25** 1.75±0.25 0.75±0.48 

 
 

Taula 7. Test Suspensió Corporal. Resultats expressats com la mitjana ± desviació 
estàndard. Amb negreta els resultats significatius. La força de subjecció en les extremitats 
anteriors és el temps que el ratolí va estar suspès sobre una goma elàstica. La coordinació 
muscular es va mesurar com la habilitat per utilitzar les extremitats posteriors (cap de les 
dues= 0, utilitza una de les dues=1, utilitza les dues=2). El grau de significació ve marcat per 
* (p<0,05), ** (p<0,01) i *** (p<0,001). Els diferents grups es comparen amb els seus controls 
(control DDR1-/- versus control DDR1+/+, tractat DDR1+/+ versus control DDR1+/+, tractat 
DDR1-/- versus control DDR1-/-).  
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Test de les petjades: imprinting 

Les mesures de les petjades es van realitzar setmanalment. Es va observar una 

influència significativa del genotip sobre: 1) la longitud del pas gran, distància 

mesurada entre la base central del peu de 2 petjades consecutives de cadascun dels 

constats ; 2) la distància entre la base central del peu en les extremitats anteriors i 

posteriors; 3) coordinació de les extremitats, mesurat com la distància entre les 

extremitats posteriors (Figura 14,p<0.01, p<0.001, p<0.01, respectivament). No es 

van apreciar efectes del pes en aquest test. Els ratolins DDR1-/- presentaven un 

longitud del pas gran més curta i un suport de la base més estret comparat amb els 

exemplars control (Figura 14). No es van apreciar efectes de la cuprizona en 

l’execució del test.  

 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Anàlisi de petjades.. A. Petjada representativa d’un animal control. Les marques 
negres corresponen a les extremitats anteriors mentre que les vermelles corresponen a les 
extremitats posteriors. La longitud del pas gran (a1 i b1) i la coordinació motora (a2 i b2) van 
ser mesurats tal i com es descriu en la secció de material i mètodes d’aquesta tesis. B. 
Resultats expressats com la mitjana ± desviació estàndard. Amb negreta els resultats 
significatius Els animals DDR1-/- presentaven una longitud del pas més curta i una pitjor 
coordinació respecte els DDR1+/+ (**p<0,01 i ***p<0,001, respectivament). No es van 
apreciar efectes de la cuprizona i del pes en l’execució d’aquest test.  

__________________________________________________________ Resultats 

 

 DDR1+/+ DDR1-/- 
Longitud del pas gran   

a1 6.85 ± 0.11 6.32 ± 0.10** 
a2 6.49 ± 0.16 5.53 ± 0.12** 

Coordinació   
b1 3.50 ± 0.13 3.25 ± 0.88*** 
b2 3.94 ± 0.73 3.61 ± 0.87** 

 

a2

a1

b1 b2
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Test dels dos Compartiments: Black and White compartment test 

Diferències entre DDR1-/- i DDR1+/+ 

Els ratolins DDR1-/- van invertir més segons  per entrar en el compartiment clar 

(latència d’entrada) que els seus controls DDR1+/+ (Figura 14 panel A, p<0.001).  

Finalment, els ratolins DDR1-/- van fer un major nombre de transicions al 

compartiment clar que els seus homòlegs salvatges (Figura 14, panel C, p<0.01). 

 

Efecte del tractament amb cuprizona entre DDR1-/- i DDR1+/+ 

El tractament en cuprizona comportava un increment de la latència d’entrada al 

compartiment clar (p<0.05) i aquest efecte fou més acusat en els ratolins DDR1-/- 

(p<0.001, en la interacció del genotip i el tractament amb cuprizona). El panel A en la 

figura 14, mostra que tant els ratolins DDR1+/+ com en els DDR1-/- que han estat 

tractats amb cuprizona, els ratolins inverteixen més temps en creuar al compartiment 

clar que els seus respectius controls (p<0.001).   

Tot i que els ratolins deficients en DDR1 no invertien més temps en el compartiment 

fosc que els ratolins salvatges (Figura 14, panel B), es va veure un efecte important 

de la cuprizona que depenia del genotip dels exemplars. Es va fer el test ANOVA 

considerant el temps total en el compartiment fosc com una variable depenent, cosa 

que va permetre determinar que aquest paràmetre estava influenciat pel genotip 

(p<0.001), el tractament per cuprizona (p<0.05) i la interacció entre aquests dos 

(p<0.001). 

L’interessant d’aquest test és que el tractament en cuprizona feia disminuir el temps 

en el compartiment fosc en els animals DDR1+/+ i ho incrementava en els cas dels 

DDR1-/-. 

El nombre de transicions al compartiment clar també es veia influenciat pel 

tractament en cuprizona (p<0.05) i la interacció entre el genotip i el tractament en 

cuprizona. Els animals DDR1+/+ van experimentar un increment en el nombre de 

transicions al compartiment clar (p<0.05) mentre que els DDR1-/- tractats amb 

cuprizona efectuaven un menor nombre de transicions (p<0.001).  Aquest últim 

resultat està en concordança amb l’increment del temps total en el compartiment 

fosc observat en els DDR1-/- tractats amb cuprizona. 
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Figura 15. Test dels 2 compartiments. En el panel A, és representat la latència d’entrada al 
compartiment clar dels diferents grups, expressat en segons (s). En el B, hi figura el total de 
temps invertit dels animals de cada grup en el compartiment fosc, també expressat en 
segons (s). Finalment en el panel C, hi ha el nombre de transicions al compartiment clar per 
cadascun dels grups. Les comparacions entre grups es va fer amb el test ANOVA. Es va 
assignar el valor de significació a p<0.05. Les lletres sobre les barres indiquen diferències 
estadísticament significatives entre els grups. 
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5.3. ESTUDI 3. 

El receptor domini discoidina 1 es troba sobre expressat durant la 

diferenciació de la línia cel·lular oligodendroglial HOG16 

 

5.3.1. Antecedents 

En un estudi previ, es va corroborar tant a nivell proteic com d’mRNA que l’expressió 

de DDR1 estava estretament lligada amb el procés de mielinització post natal en 

ratolí, suggerint que DDR1 participava en el desenvolupament i manteniment de la 

beina de mielina (Franco-Pons et al., 2006). Partint d’aquestes dades, vam voler 

plantejar-nos un nou estudi per tal d’avaluar amb més detall la contribució de DDR1 

en el procés de mielinització emprant un model cel·lular in vitro. Els cultius primaris 

d’oligodendròcits humans són molt complicats d’establir i per això ens vàrem 

decantar per buscar una línia cel·lular establerta. A més també volíem que fos 

humana. Per cerca bibliogràfica vàrem trobar dues línies d’oligodendròcits immadurs 

que ens podien servir, la línia MOG13.13 i la línia HOG16. Ens vàrem posar en 

contacte amb Eucellbank (Universitat de Barcelona) per a que demanes les línies als 

investigadors i poses a punt els cultius. Eucellbank ens va proporcionar les cèl·lules 

lliures de micoplasmes. En el laboratori vàrem fer proves d’expressió de proteïnes de 

mielina i finalment varem escollir les cèl·lules HOG16 ja que aconseguíem millor un 

protocol de maduració (resultats no mostrats en aquesta tesi).  

 

5.3.2. Objectius 

D’acord amb els resultats previs ens vam plantejar els següents objectius: 

1. Esbrinar si en el procés de maduració de les cèl·lules HOG16 DDR1 

augmentava la seva expressió de manera paral·lela a altres gens de 

proteïnes clàssicament conegudes com proteïnes de la mielina. 

2. Determinar si hi ha canvis morfològics en els oligodendròcits que han estat 

sotmesos a diferenciació i en el patró d’expressió de DDR1. 

 

5.3.3. Resultats 

Buntinx i col·laboradors l’any 2003 van descriure el protocol de diferenciació per la 

línea cel·lular humana oligodendroglial HOG16. Segons el seu protocol 

experimental, les cèl·lules van ser diferenciades d’un estadi premielinitzant a un 

fenotip més madur dels oligodendròcits, és a dir, cèl·lules capaces de sintetitzar 
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proteïnes de mielina. Aquest protocol va ser aprofitat per mesurar l’expressió del 

RNA missatger de DDR1 junt amb altres proteïnes relacionades amb el procés de 

mielinització; APC i CNPasa van ser utilitzats com marcadors d’oligodendròcits 

premielinitzants, mentre que els ges MBP i MOBP foren utilitzats com a marcadors 

d’oligodendròcits mielinitzants (Baumann i Pham-Dinh, 2001). 

La figura 15, panell A, mostra l’expressió relativa d’RNA missatger en les cèl·lules 

amb medi de creixement i en medi de diferenciació al cap de 48 hores. El cultiu de 

les cèl·lules 48 h amb medi de diferenciació va provocar increments significatius en 

l’expressió de gens codificadors de proteïnes de mielina com MOBP, MBP (Figura 

15C; ANOVA, p=0.03 i 0.05 respectivament). El gen DDR1 també va mostrar un 

increment significatiu en el procés de maduració (Figura 15C; ANOVA, p=0.04). Per 

contra els gens APC i CNPasa van mostrar valors molt similars d’expressió sota 

ambdues condicions (Figura 15A i C).  

La reacció d’immunohistoquímica de fluorescència va mostrar canvis morfològics en 

els oligodendròcits associats a la seva diferenciació. Les cèl·lules van passar d’una 

morfologia arrodonida (Figura 15B) a una d’estrellada (Figura 15D). En ambdós 

estadis cel·lulars DDR1 va presentar un patró citoplasmàtic puntejat (Figura 15B i D).  
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Figura 15. Anàlisis de DDR1 en cèl·lules HOG16 diferenciades in vitro. Panel A i C mostren 
la quantificació d’RNAm per RT-PCR quantitativa de DDR1, marcadors d’oligodendròcits 
(APC i CNPase) i marcadors de mielina (MBP i MOBP). El valor de significació s’ha establert 
com p<0,05. Panel B i D mostren la immunohistoquímica de fluorescència per DDR1. 
L’escala emprada és de 100 i 10 μm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultats __________________________________________________________  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CONTRIBUCIÓ DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCÉS DE MIELINITZACIÓ. APLICACIÓ DE DIFERENTS 
MODELS EXPERIMENTALS 
Jordi Tomàs Roig 
ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010 



 
85 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CONTRIBUCIÓ DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCÉS DE MIELINITZACIÓ. APLICACIÓ DE DIFERENTS 
MODELS EXPERIMENTALS 
Jordi Tomàs Roig 
ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010 



 
86 

En aquesta tesi es presenta el gen receptor domini discoidina 1 com un nou gen 

important en el procés de mielinització. Els motius pels quals es va plantejar l’estudi 

d’aquest gen en relació a la mielinització van ser els següents: 

 DDR1 a l’igual que molts receptors tirosina kinasa presenta una regió  que 

s’ha vist que està relacionada amb el desenvolupament del cervell (Vogel, 1999). 

 Patró d’expressió diferencial de DDR1 durant el neurodesenvolupament de 

rata i ratolí (Zerlin et al., 1993; Sánchez et al., 1994). 

 DDR1 es troba expressat en oligodendròcits madurs i presenta els seus 

nivells més alts d’expressió durant l’estadi de mielinització post natal en ratolí 

(Franco-Pons et al., 2006). 
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Discussió de l’estudi 1 

L’objectiu d’aquest estudi es caracteritzar les capacitats funcionals del CNS dels 

ratolins tractats amb cuprizona al 0.2% un cop ha finalitzat el tractament (a partir de 

la sisena setmana de l’estudi) i concretament durant el segon pic de remielinització. 

Per aquest motiu es va utilitzar un grup de tests de comportament que van revelar 

disfuncions del CNS dels animals tractats amb cuprizona. La pèrdua de compactació 

i síntesi de la mielina en el cos callós fou un indicador del procés de desmielinització. 

Aquest fet es va demostrar mitjançant la microscopia electrònica de transmissió. 

Es varen utilitzar un total de sis aproximacions diferents per tal d’avaluar el 

comportament dels rosegadors (la bateria d’observació funcional, el test de 

suspensió corporal, el test de les petjades, el test dels dos compartiments, el test de 

coordinació motora i aprenentatge i l’activitat a camp obert) demostrant canvis en 

l’activitat motora, en la força de subjecció, en la coordinació muscular, en la marxa i 

en l’activitat exploratòria. Els animals van mostrar a les tres setmanes de tractament 

amb cuprizona un deteriorament en la coordinació motora i una menor activitat de 

neteja en la gàbia.  

A les sis setmanes d’iniciar el tractament, els animals mostraven hiporeactivitat al 

contacte i una disminució del comportament exploratori, es a dir, mostraven una 

marcada disminució tant de l’activitat horitzontal com vertical. Els animals tractats 

amb cuprizona van mostrar a les vuit setmanes de l’estudi  un deteriorament en la 

coordinació muscular, mesurada per una disminució en l’habilitat d’utilitzar les 

extremitats posteriors, una menor longitud del pas i van mostrar una disminució de 

l’activitat motora. No obstant s’observa una disminució de les caigudes del grup 

tractat al primer intent d’aprenentatge a la prova del rotarod si els comparem amb els 

seus controls, aquesta millora espontània en la coordinació motora a les 8 setmanes 

podria estar relacionada amb el pic de remielinització que experimenten que a nivell 

conductual és podria haver vist traduït com un guany puntual en la seva coordinació 

motora. Aquesta millora en la coordinació motora durant el segon pic de 

remielinització també ha estat descrit per Hibbits N. i  col·laboradors (2009). Aquests 

van examinar la coordinació sensoriomotora bilateral pel test roda complexa; que 

avalua la correcta transmissió dels senyals elèctrics entre els hemisferis cerebrals.  

A les deu setmanes, els ratolins tractats amb cuprizona van mostrar hiporeactivitat al 

contacte, millor coordinació motora que els seus controls donada  pel test de la 

pantalla invertida, aquesta millora puntual que s’observa podria estar d’alguna 
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manera relacionada amb el pic de remielinització experimentat en un estadi posterior 

o més probablement creiem que es podria explicar per una falta de motivació dels 

animals controls per pujar fins al capdamunt de la pantalla invertida i per tant podria 

ser més aviat un dèficit en el disseny de la prova (d’aquest subtest en concret) més 

que un dèficit real en coordinació motora del grup d’animals control. 

En canvi, i seguint la pauta de les alteracions ja observades en els animals tractats a 

les deu setmanes s’observà deteriorament de la força de subjecció de les extremitats 

anteriors, menys ansietat i més activitat motora. 

Els animals sotmesos a cuprizona al 0.2% van mostrar a les 12 setmanes de l’estudi 

un augment de les conductes d’autocura, hiporeactivitat al contacte, un 

deteriorament en la coordinació muscular, una menor amplada de pas, menys 

ansietat i un augment de l’activitat motora. Aquest deteriorament en la coordinació 

muscular observat en la 12ena setmana ha estat descrit per Hibbits N. i 

col·laboradors (2009). Els animals que van tenir un període de recuperació de vint 

setmanes després d’abandonar el tractament en cuprizona mostraven hiporeactivitat 

a la manipulació i menys ansietat. 

 

Microfotografies realitzades amb el microscopi electrònic de transmissió van mostrar 

una marcada desmielinització a les 3 i 6 setmanes d’iniciar el tractament amb 

cuprizona, essent més evident a la tercera setmana. Aquesta marcada 

desmielinització es caracteritzà per una desestructuració de la beina de mielina i per 

l’aparició d’axons distròfics (Stidworthy MF et al., 2003). Durant el pic de 

remielinització, en la setmana 8, els axons presenten una beina de mielina més 

compactada i més prima que en la setmana prèvia i posterior a aquest pic 

(Stidworthy MF et al., 2003; Mason JL et al., 2001; Blakemore WF et al., 1973). En 

els animals de la setmana 20 la recuperació s’ha assolit amb èxit. En tots els grups 

menys en els controls, segurament degut a l’efecte tòxic de la cuprizona hi trobem 

mitocondris gegants, fet molt evident en els grups tractats a la 3ª,6ª i 8ª setmana 

(Flatmark et al., 1980; Petronilli et al., 1990).  

 

Un estudi recent (Kipp M et al., 2009) evidencia homologies a nivell histopatològic 

del CNS en el model murí de desmielinització i remielinització induït per cuprizona al 

0.2% i en humans afectats per esclerosis múltiple. 
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Cate SH i col·laboradors (2010) han demostrat in vitro i in vivo que en el procés de 

desmielinització les cèl·lules precursores que es troben dintre la zona subventricular 

de l’encèfal produeixen més astròcits i menys oligodendròcits i que aquest fet pot ser 

atribuïble a la sobreregulació del gen BMP.  
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Discussió de l’estudi 2 

En quest estudi hem posat en evidència severs dèficits en  el SNC dels ratolins 

knock-out per DDR1. Al final de l’estudi quan els animals tenien 5 mesos d’edat, els 

DDR1-/- presentaven l’àrea, la densitat de l’axó i el gruix de la beina de mielina en el 

cos callós diferent als animals DDR1+/+. Els animals deficients per DDR1 mostraven 

una reducció amb el calibre de l’axó i un major nombre d’axons amb una beina de 

mielina més prima. Consistent amb els canvis a nivell histològic observats, els 

animals van mostrar dèficits a nivell conductual. Els efectes més remarcables a nivell 

comportamental van ser: disfuncions motores com una disminució de la força de 

subjecció de les extremitats anteriors, anormalitats en el pas, alteracions en la marxa 

i una longitud del pas més curta. En el test FOB, els ratolins deficients per DDR1 

mostraven una menor activitat de neteja, un major nombre d’aixecaments verticals i 

una davallada en la resposta a un estímul extern. A més a més, en el test dels 2 

compartiments, els DDR1-/- mostraven un increment de l’ansietat i un increment de 

la activitat motora. 

Tot i que l’arquitectura del cervell era aparentment normal, els ratolins deficients per 

DDR1 presentaven l’estructura axó-mielina alterada. La mitjana del diàmetre de l’axó 

en els animals DDR1-/- fou menor (una davallada del 33%) que en els DDR1+/+. En 

el transcurs de l’estudi (un total de 12 setmanes) els animals deficients per DDR1 

van mostrar una progressiva davallada en el gruix de la beina de mielina mentre que 

en els animals portadors del gen DDR1 aquesta es mantenia. Aquest fet, indica que 

els animals DDR1-/- son capaços de sintetitzar la mielina però incapaços de 

mantenir-la de forma adequada. Troballes similars han estat descrites en ratolins 

deficients per gens de mielina com el CNP1 ((Lappe-Siefke et al., 2003), PLP 

(Griffiths et al., 1998), and MAG (Fruttiger et al., 1995; Weiss et al., 2001). En vers la 

habilitat de sintetitzar correctament la beina de mielina, tots animals deficients per 

proteïnes de mielina desenvolupaven a la llarga degeneració axonal. Al llarg de 

l’estudi, els DDR1 -/- van mostrar un diàmetre de l’axó significativament més petit 

que els animals portadors del gen. Aquest resultat coincideix amb l’observació 

general del gruix de la beina de mielina i del manteniment de la integritat de l’axó al 

llarg de l’estudi, essent els animals deficients per proteïnes de mielina més 

propensos  a mostrar neurodegeneració (Franklin & Kotter, 2008). Una observació a 

llarg termini dels animals deficients per DDR1 podria demostrar deficiències a nivell 

axonal més pronunciades. 
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El tractament amb cuprizona en els animals deficients amb DDR1 permet que tingui 

lloc la remielinització tot i que els seus homòlegs salvatges presenten un increment 

en el gruix de mielina del 39% enfront del 23% dels deficients amb DDR1. Al treure’ls 

la cuprizona de la dieta, ambdós grups recuperen els seus nivells basals, essent 

menor en el grup dels DDR1-/-. 

Consistent amb aquestes troballes, més dèficits en quant al comportament han estat 

observats en l’animal DDR1-/-: increment en la taxa de mobilitat i en l’estat de 

vigilància i davallada en el nombre d’aixecaments verticals en la caixa. D’altra banda 

la força muscular i la coordinació no es van veure afectades pel tractament amb 

cuprizona, el qual indica que aquestes disfuncions poden estar causades per una 

neuropatia dels sistema nerviós perifèric (inherent en l’animal deficient per DDR1) i 

que la cuprizona afecta exclusivament a la mielinització del CNS (Komoly, 2005). Els 

DDR1 -/- tractats amb cuprizona també van mostrar en el període de remielinització 

un increment en la latència d’entrada al compartiment clar i van estar més temps en 

el compartiment fosc, la qual cosa indicava un increment de l’ansietat.  S’ha de dur a 

terme una correcta interpretació d’aquests resultats ja que els animals DDR1-/- 

presenten dèficits motors a nivell basal, la qual cosa fa difícil observar dèficits 

causats pel tractament amb cuprizona. 

L’ansietat es un tret complex controlat i modulat per diferents sistemes de 

neurotransmissors i per múltiples regions cerebrals (Clement & Chapouthier, 1998). 

Els animals DDR1 -/- van comportar un comportament ansiós caracteritzat per un 

increment de la latència d’entrada al compartiment clar. Aquests animals també van 

fer un major nombre de transicions el qual podria suposar un comportament 

hiperactiu. Els efectes de la cuprizona accentuen el comportament ansiós dels 

animals deficients per DDR1. Els DDR1 -/- van mostrar una major latència d’entrada 

al compartiment clar i un major temps de permanència al compartiment fosc. 

Obstant, el deteriorament motor i els canvis en l’activitat per l’administració de 

cuprizona podrien confondre’ns quan s’avalua l’ansietat ja que els animals DDR1+/+ 

tractats amb cuprizona van mostrar nivells més alts d’ansietat i hiperactivitat que els 

seus controls. Aquests resultats aparentment contradictoris van estat observats per 

Xu et al. (2009), els quals van observar una inhibició del comportament en el test 

“plus maze” però un comportament ansiós en les interaccions socials. Això 

probablement es degui a diferents sistemes neuronals que es veuen afectats per 
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l’exposició a cuprizona, fet que hauria de ser estudiat amb més detall en futurs 

treballs. 

Els ratolins deficients per DDR1 presenten una  reducció del seu pes corporal avanç 

de la pubertat, en les femelles hi ha un deteriorament en la implantació del blastòcit i 

una incapacitat en lactar (Vogel et al., 2001). La pèrdua d’oïda es l’únic defecte 

estudiat en el sistema nerviós sensorial d’aquests animals ( Meyer zum Gottesberge 

et al., 2008). Els autors d’aquest article mostren que els animals DDR1 -/- presenten 

un empitjorament amb l’edat de la funció auditiva i de la arquitectura de l’orella 

interna (a partir del mes d’edat)..  

La nostra observació en l’empitjorament de la resposta al contacte en el transcurs de 

l’estudi suggereix que els animals DDR1-/- poden també patir un deteriorament del 

sistema tàctil-sensorial. Meyer zum Gottesberge i col·laboradors (2008) van mostrar 

que la mielina en el gangli espiral estava alterada. Conseqüentment, com un 

receptor tirosina quinasa ancorat a membrana, DDR1 pot contribuir a la unió de les 

cèl·lules amb la membrana basilar de l’oïda interna o bé amb la beina de mielina. 

En el Sistema Nerviós Central, el receptor DDR1 ancorat a la membrana dels 

oligodendròcits pot contribuir a la mielinització i remielinització interactuant amb la 

membrana de l’axó o amb la matriu extracel·lular. El col·lagen com a únic lligam 

conegut per DDR1 fins ara, corrobora la idea que DDR1 juga un important rol per 

promoure la extensió de la membrana. En concordança amb aquesta hipòtesi, els 

ratolins doble deficients amb la proteïna  β1 integrina tenen alteracions en la beina 

de mielina similars a les que hem observat en el nostre model (Lee et al., 2006). Les 

integrines són receptors de superfície que reconeixen molts components de la matriu 

extracel·lular. A més a més, els autors d’aquest article sostenen que el fenotip 

observat podria ser atribuïble al fet que altres receptors integrina es troben 

expressats en oligodendròcits. Els nostres resultats suggereixen que DDR1 tot i no 

ser un receptor integrina i la seva activació és independent del receptor β1 integrina 

(Vogel et al., 2000), pot explicar, al menys en part, el fenotip descrit en el model 

doble deficient per β1 integrina. Conseqüentment, seria interessant l’estudi del model 

doble transgènic β1 integrina -/- i DDR1 -/-. 

En sumari, l’animal deficient per DDR1 mostra dèficits ultraestructurals, motors i de 

comportament, juntament amb una disminució del potencial remielinitzador. Els 

resultats aquí mostrats, junt amb els resultats previs (Franco-Pons et al., 2007) 

donen suport a la hipòtesi que DDR1 és clau en el procés de mielinització. Cal 
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doncs, realitzar més estudis per millorar el nostre coneixement sobre el rol de DDR1 

en les interaccions axó-mielina. 
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Discussió de l’estudi 3  

El nostre grup prèviament ha demostrat que el gen DDR1 està associat amb 

l’esquizofrènia (Roig et al., 2007) i que aquest es troba expressat durant el 

desenvolupament postnatal en ratolí assolint el valor màxim quan la mielinització té 

lloc (Franco-Pons, 2006). L’objectiu d’aquest estudi és explorar el rol de DDR1 en el 

procés de mielinització. Els nostres resultats posen de manifest una sobre regulació 

d’aquest receptor quan els oligodendròcits immadurs són estimulats a diferenciar-se.  

Treballar en cultius primaris d’oligodendròcits és força complicat donada la limitada 

viabilitat d’aquests, al fet que és difícil que oligodendròcits en un estadi madur 

proliferin in vitro i per la dificultat que comporta obtenir cultius purs, on no hi hagin 

altres tipus cel·lulars com els astròcits i la microglia. 

Mitjançant l’ús de línees cel·lulars oligodendroglials, l’investigador pot induir la 

diferenciació d’aquests cap a un fenotip més madur. D’aquest estudi hem pogut 

determinar: 1) hi ha hagut canvis en l’expressió del gen DDR1; 2) hem mostrat 

canvis en l’expressió de gens de mielina; 3) s’ha demostrat que la diferenciació els hi 

provoca canvis morfològics. 

S’ha demostrat que el gen DDR1 té un patró d’expressió similar al grup de les 

proteïnes estructurals de mielina, com la MBP i MOBP. Aquestes troballes indiquen 

que DDR1 és probablement un constituent de la mielina o bé una proteïna important 

en l’estadi de mielinització dels oligodendròcits. Tot i que no és possible detectar 

diferències quantitatives en el marcatge de DDR1 per immunohistoquímica de 

fluorescència, està clar que aquest receptor presenta un patró citoplasmàtic puntejat. 

Buntinx i col·laboradors l’any 2003 van descriure un patró similar per MBP en 

oligodendròcits.  

Les nostres dades mostren una sobre expressió del gen DDR1 en oligodendròcits 

mielinitzants. Com a conseqüència, és meritori especular que una regulació a la 

baixa d’aquest gen podria estar associat a malalties de mielina. Lligat amb aquest 

fet, el nostre grup ha observat una associació del gen DDR1 amb l’esquizofrènia 

(Roig et al., 2007), on alteracions de mielina han estat descrites (McInnes i Lauriat, 

2006; Walterfang, 2006). 
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Generals 

L’estudi del model murí tractat amb cuprizona ha evidenciat disfuncions en el SNC 

tals com: 

1. Pèrdua de la compactació i síntesi de la mielina en el procés de 

desmielinització. 

2. Increment de la compactació i síntesi de la mielina durant el pic de 

remielinització. 

3. Alteracions estructurals dels mitocondris pel tractament de la cuprizona. 

4. Alteracions en el comportament. 

a. Període d’exposició a la cuprizona: menor activitat del SNC, 

deteriorament de les funcions motores i menys ansietat. 

b. Període de recuperació: major activitat del SNC, deteriorament de les 

funcions motores, menys ansietat i una menor activitat exploratòria.  

 

En l’estudi del model de des/remielinització per cuprizona els animals deficients amb 

DDR1 han mostrat: 

1. Alteracions en l’àrea, la densitat de l’axó i el gruix de la beina de mielina. 

2. Disminució del potencial remielinitzador. 

3. Alteracions en el comportament: disfuncions motores, hiporeactivitat del SNC, 

increment de l’ansietat i de l’activitat exploratòria. Els efectes de la cuprizona 

accentuen el comportament ansiós d’aquests animals. 

 

La diferenciació del llinatge cel·lular oligodendroglial HOG16 ha posat de manifest 

una sobre regulació del receptor DDR1 quan els oligodendròcits immadurs són 

estimulats a diferenciar-se. S’han observat canvis en l’expressió del gen DDR1, 

canvis en l’expressió de gens de mielina i s’ha demostrat que la diferenciació els hi 

provoca canvis morfològics. El patró d’expressió de DDR1 és similar al grup de les 

proteïnes estructurals de mielina, com la MBP i MOBP. Aquest fet indica que DDR1 

és probablement un constituent de la mielina o bé una proteïna important en l’estadi 

de mielinització dels oligodendròcits. 

 

En sumari, junt amb aquests resultats i els que hem obtingut prèviament, podem 

afirmar que DDR1 és clau en el procés de mielinització. Una regulació a la baixa 

d’aquest gen podria estar associat a malalties de mielina. 
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