E

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN
ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS MODELS
EXPERIMENTALS
Jordi Tomas Roig

ISBN: 978-84-693-8851-8
Diposit Legal: T.1953-2010

ADVERTIMENT. La consulta d’'aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacioé de les seglients
condicions d'Us: La difusio d'aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tesisenxarxa.net) ha
estat autoritzada pels ftitulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats
emmarcats en activitats d’investigacio i doceéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats
de lucre ni la seva difusid i posada a disposicié des d'un lloc alie al servei TDX. No s’autoritza la
presentacio del seu contingut en una finestra o marc alié a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant al resum de presentacio de la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita
de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacién de las siguientes
condiciones de uso: La difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tesisenred.net) ha
sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Unicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion
con finalidades de lucro ni su difusién y puesta a disposicién desde un sitio ajeno al servicio TDR.
No se autoriza la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing).
Esta reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus
contenidos. En la utilizacién o cita de partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la
persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions:
Spreading this thesis by the TDX (www.tesisenxarxa.net) service has been authorized by the
titular of the intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching
activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and availability
from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the
TDX service is not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the
thesis as well as to its contents. In the using or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate
the name of the author.



http://www.tesisenxarxa.net/
http://www.tesisenred.net/
http://www.tesisenxarxa.net/

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDRI1)
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS

Jordi Tomas i Roig

Contribucio del receptor domini discoidina 1
(DDR1) en el procés de mielinitzacio

Aplicacio de diferents models experimentals

TESI DOCTORAL
dirigida per la Dra. Elisabet Vilella Cuadrada

Departament

de Medicina i Cirurgia

Universitat Rovira i Virgili
Reus
2010



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN: 978~ LU INIVERSTIAT .
" ROVIRA 1 VIRGILI

FACULTAT DE MEDICINA | CIENCIES DE LA SALUT Hospital Psiquiatric Universitari
Departament de Medicina i Cirurgia INSTITUT PERE MATA
Unitat de Psiquiatria i Psicologia Medica

Carrer de Sant Lloreng, 21

43201 — Reus

Tel. 977 7593 45

Fax 977 75 93 22

Elisabet Vilella Cuadrada, professora associada del Departament de Medicina i
Cirurgia de la Universitat Rovira i Virgili i coordinadora d’investigacié del
Departament de Formacio i investigacid de I'Hospital Psiquiatric Universitari
Institut Pere Mata,

CERTIFICO:

Que el present treball, titulat “Contribucié del receptor domini discoidina 1
(DDR1) en el procés de mielinitzacio. Aplicacio de diferents models
experimentals”, que presenta Jordi Tomas Roig, ha estat realitzat sota la meva
direccié al Departament de Medicina i Cirurgia d’aquesta universitat i que
acompleix els requeriments necessaris per a l'obtencié del titol de Doctor.

Reus, 28 d’Abril del 2010



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

Un sincer agraiment del vostre fill, germa, net i amic

El cami ha estat llarg, amb alt i baixos, pero, gracies a la confianca que heu dipositat
en mi, he pogut tirar endavant. Es un homenatge, doncs, a totes les persones que
han contribuit directa i indirectament en el desenvolupament d’aquesta tesis.

Donar les gracies publicament a tota la meva familia i amics per encoratjar-me en
moments complicats i per I'esfor¢ demostrat alhora de donar-me anims durant els
moments més amargs d’aquesta tesis.

Mare, has estat clau en la meva formacioé tant personal com intel-lectual. Ja des dels
inicis no m’has deixat mai com impossible siné que has lluitat perqué tant jo com la
resta dels teus fills siguem persones de bé.

Pare, a la teva manera, tu també m’has aportat valors/actituds que sempre tindré
present al llarg de la meva vida.

Gracies, com no, als més petits de la casa, els meus germans Pau, Alex i Naiara
per omplir-me de felicitat i alegria fent-me particip de la vostra innocencia, amor i
tendresa.

Didac, tot i que no t'ho creguis, he apres molt de tu. El teu saber estar davant de
situacions complicades, la maduresa que demostres amb la teva forma de ser i
actuar, el bon professional que ets en el teu treball, m’han enriquit molt. No ho
dubtis!

Avis, I'afecte i comprensié que meu demostrat, aixi com els vostres savis consells,
m’han permeés créixer com a persona amb humilitat i serenitat. M’agradaria que
prengueu aquesta tesis com un reconeixement sincer, per la meva part, a la vostra
labor educadora i social.

Juanjo, gracies per estar en tot moment al nostre costat, sabent estar sempre a
I'altura de les circumstancies i vetllant sempre pel benestar d’aquesta familia.

Resta de familiars i amics més propers, gracies per ser tal i com sou i estar en el lloc
adequat i en el moment oporta.

A efectes d’execucié de la part experimental, recerca bibliografica i redaccid
d’aquesta tesis doctoral donar gracies com no, a la meva tutora, al grup
d’Investigacio en Psiquiatria, a la Unitat de Toxicologia de la Facultat de Medicina i
Ciencies de la Salut, al personal del Centre de Recerca Biomédica de I'hospital Sant
Joan de Reus, als membres que conformen el grup de recerca en Lipids i al grup de

recerca encapcalat pel Dr. Wolfgang F. Vogel de Toronto.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

Elisabet, Lourdes i Barbara, sense els vostres consells i ajuda, no hagués pogut
assolir els diferents objectius proposats en la meva tesis. Gracies Barbara per ser la
meva “guia” cientifica i estar en tot moment al meu costat.

Teresa, Marga i Monica, gracies per la vostra aportacio en I'execucié dels estudis
fets en el model muri de des/remielinitzacié per cuprizona. Els coneixements en
I'aplicacio de tests de comportament animal i en la manipulacié i processament de
mostres biologiques els he adquirit gracies a la vostra professionalitat.

Wolfgang, Sebastian i Nidi, treballar junts a la Universitat de Toronto durant 5 mesos
de la meva etapa de formacidé predoctoral, m’ha obert nous horitzons en vers la
metodologia del treball cientific, el treball en equip i la humilitat que meu demostrat
sempre. Us agrairé sempre el tracte rebut tant en 'ambit professional com personal.
Possiblement no vaig estar a l'altura de les circumstancies, pero, des d’aquesta
introspeccio vull agrair-vos tot el que vareu fer per mi i disculpar-me davant els
possibles errors comesos. Wolfgang, poc després del meu retorn a Espanya, vaig
rebre la fatal noticia de la teva mort. M’hagués agradat que haguessis pogut
coneéixer molts aspectes, tant a nivell personal com laboral, que en el seu moment no
vaig poder demostrar-te i que crec que avui et farien canviar la concepcié que tenies
de mi. Ara ja és massa tard, tot i que espero que aguest missatge se’t sigui entregat
alla on siguis.

Amb aquest sincer agraiment, m’agradaria que quedés pales el molt que us dec a
tots vosaltres per ajudar-me a aconseguir, cadascun a la vostra manera, el somni
gue tant he anhelat des de que vaig comencar a estudiar biologia: arribar a ser una
persona valida per exercir la recerca.

Per concloure, citar una apologia xinesa que resumeix el missatge que he pretes
transmetre a tota la gent que ha contribuit en la posta en marxa d’aquesta tesis

doctoral:

-Mira, va dir 'amic a I'amic sobre el pont,

la felicitat dels peixos del riu.

Perd l'altre va contestar: -Com pots coneixer,
si no ets peix, la seva felicitat dins del riu?

Respongué: -Per la meva felicitat sobre el pont.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 1 1

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1)
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO|DHi DIFHRENTY




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

index
B LU 3 1] T [ JR P ESREPRRSRRR 9
I [ a1 oo (3 o ox o F OO U PP PP POPPPPPPPPN 12
I E Yo [0 1 (= - VPSR 13
2. DDRIL i @SOUIZOTIENIA. . .ceiiiiiiiiiiiee ettt 14
T B 1B o R T 0 1= 11 = TSP SSRRRPRP 15
Y11= [ - TP PPTTP TP 16
1. Composicio de la MIClINA...........uuuiiiiiiiiie e 19
L. PrOTEINES. .. e 19
2. LIPIAS. e 23
2. Origen i maduraci6 del llinatge oligodendroglial...................ovviiennn.. 23
3. Distribucio de les proteines de mielina en els oligodendrocits............. 24
vV 1 1= 1T | 4= T [ JO RSO 25
1. Reconeixement oligodendrocCit-ax0. ..........ccevvuvrieiieeeiiiiiieeeaeenns 26
2. Sintesi de la mielina i formacié del domini paranodal................... 26
3. Alteracions en el comportament dels ratolins deficients per
proteines de MieliNa...........ooooiiiiiiiiiiiii e 28
5. Models experimentals de desmielinitzaci6 i remielinitzacio.................. 30
1. Model per administracio de CUPriZONa..........ccceeeeeeeeeeeiieeiieeieiniinne 31
ST I | 3 PR OUPERRRPRO 34
O =S (U ot (0] = o = oo TR 35
2. ESHUCTUIa PrOtICA. ... .uuuiiiiiiiiiiiiiieie et 35
1. Regi6 extracel-lular: domini discoidina i regi6 stalk..................... 36
2. Regio juxtamembrana..............ueeeiiiiiieee e 37
3. Regio intracel-lular: domini tirosina quinasa i cua C-terminal....... 38
3. DDRIL I SNC. ..ot e e e e e e e aaaas 39
4. Paper de DDRI1 en altres teIXitS. ....ccuuieireiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 41
P2 o 11010 ] (= PR PPRTPPRRPI 42
G T o] 1= o1 1 U UPRT 44
4. Material I MEIOUES. .. ... e e e e e e e e e e e e aa s e e e e aaeaaaaeees 46
1Y F= (T = | SRS 47
1. Mostrade I'estudi 1. ..o 47
2. Mostrade I'estudi 2..........oooiiiiiiiiii 47

3. MOStra de eStUAI B..neeieeee e e e e s 47



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

P g (=T o= (=] o1 TP PRRSURPRPPPRN a7
1. Model de desmielinitzacio i remielinitzacio per DDR1 +/+.................... 47

2. Model de desmielinitzacio i remielinitzacié per DDR1 +/+ i -/-.............. 48

3. Diferenciacio de la linea cel-lular oligodendroglial HOG16................... 49

3. Disseny experimental........cccccuuuiiiiiiiiiiieeee e 49
1. Disseny experimental @Studi L............oeviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen 49

2. Disseny experimental estudi 2............ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiir e 51

3. Disseny experimental estudi 3............cooiiiiiiiiiiiiii e 52

4. Metodologia EMPIrada. .......ccouiiiiiiiiiiiii et 54
1. Tractament del teIXIt........uuueiiiiiieee e e e e e e e 54

2. Mesures del gruix de mielina i el diametre de I'axd..........ccccccceeeeeennn. 54

3. Test de COMPOrtAMENt........uuiiiii e e e e e e e e e eees 54

1. Bateria d’observacié funcional...........cccccooviviiiiiiiiiiiie, 55

2. Activitat 8 CampP ODEIMT........uuiiiiiiiiiii e 55

3. Coordinacié motora i aprenentatge..........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns 56

4. SUSPENSIO COMPOIAl.......ccceiiiiiiieiiiiiiicee s e e e e 56

5. POUAUES. ...t 57

6. D0S COMPArtiMENTS. ...t 57

7. Immunohistoquimica de fluorescencia...........ccccccceeeiiiieeeeeeenenn.. 57

8. Aillament del RNAM. ...t 58

9. Quantificacio dRNAm per RT-PCR atemps real.............c......... 58

10. ANAlISE Ad'IMAtge.....eeeiieeiiiiiiiee e 59

11. ANAliSi €StadiStiCa.........cceeeeieieiiiiiiieeee e 59

D RESUIALS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s sttt e e e e aeaaaeaaeaaas 60
N S (0 T | P U PP PP PRSPPI 61
I N g (=T o= 1= o USRI 61

2. ODJECTHIUS. ...ttt e e e e eeeaens 61

3. RESURALS... ..o 62

2. ESTUI 2. 70
I N g (=T ot (= o T RSEPREPPR 70

2. ODJECTHIUS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e 70

3. RESURALS... ..o 71

3. ESTUI 3 e a e e e e e e e e aeearae 82

AN 0] (=Y e=T0 =) 01 KT TR ROPR 82



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDRI1)
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS

2. Objectius

............................................................................................... 82

3. RESURALS... ..o e e 82
B. DISCUSSIO. ....uuttttieiiiiii it ee ettt ettt e e e e e e e e e e e s e s e st bbb b e e e et eeaeaaaeaeeeaeans 85
7. CONCIUSIONS. ...ttt e e e e et ettt e e e e aeeeesaassasaansnbebbbneneees 95

8. Bibliografia



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 1 1

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1)
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8851-8/ DL:T.1953-2010

EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO|DHE DIFHRENT

Justificacio




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

ISBN:978-84-693-8 %tjyp%ﬁ]@ 1953-2010

L’esquizofrénia és una malaltia psiquiatrica complexa en la que influeixen la
combinacio de factors genétics i factors ambientals. Fins a la actualitat s’han
identificat multiples gens associats a I'esquizofrénia perd no s’ha pogut establir que
cap alteracio genetica sigui causant de la malaltia.

Una de les hipotesis etiopatologiques més recolzades per I'esquizofrénia en les
Ultimes decades, és la teoria del neurodesenvolupament. Aquesta hipotesi postula
que l'origen de la esquizofrénia tindria lloc per alteracions de la neurogenesi i
gliogénesi en les etapes del desenvolupament perinatal. La manifestacio clinica
d’aquestes alteracions no tindria lloc fins al final de 'adolescéncia.

L’any 1998 el nostre grup es va interessar pel gen del Receptor Domini Discoidina 1
(DDR1) com a possible gen candidat en I'esquizofrénia.

Es van iniciar dues linies d’investigacié diferents que han donat lloc a 3 tesis
doctorals ja defensades:

1. Analisi mutacional i estudi d’associacié del gen receptor domini discoidina 1
(DDR1) en l'esquizofrénia. Tesi doctoral defensada I'any 2004 per Carme
Virgos.

2. Expressio del receptor domini discoidina 1 (DDR1) durant el desenvolupament
dels sistema nerviés central en ratoli. Relaci6 amb el procés de mielinitzacio.
Tesi doctoral defensada I'any 2006 per Neus Franco.

3. Expressio del receptor domini discoidina 1 (DDR1) en cervell huma. Relacié
amb I'esquizofrénia. Tesi doctoral de Barbara Roig defensada el 2007.

Els resultats d’aquests estudis s’han publicat en els segients 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 JAVilella 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.
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Roig B, Franco-Pons N, Martorell L, Tomas 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 linia de recerca de DDR1 en relacié amb I'esquizofrenia continua activa en el
grup i es segueix tant el model experimental in vivo (estudiant el comportament en
pacients esquizofrenics en funcié de les variants del gen DDR1 o estudiant ratolins)

com in vitro (linies cel-lulars, estudi de teixit).

La present tesi doctoral es centra en dos models. Per una banda s’ha estudiat
I'expressido de DDR1 en linies cel-lulars oligodendroglials sotmeses a diferenciacio.
Per altra banda s’ha aprofundit en l'avaluacié conductual del model muri de
desmielinitzacié-remielinitzacié induida per cuprizona. Finalment s’ha caracteritzat

tant histologicament com funcionalment el ratoli deficient en DDRL1.
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1. Esquizofrénia

L’esquizofrénia és un trastorn mental que presenta alteracions de diversos aspectes
de la constitucié psiquica de lindividu i una desorganitzacié dels aspectes de la
personalitat que afecta alguns atributs humans fonamentals com el llenguatge, el
pensament, la percepcid, I'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 ordinaries de la vida o
mantenir un adequat contacte amb la realitat.

L’activitat cognitiva de [I'esquizofrénic no és normal, hi ha incoheréncies,
desconnexions i existeix una gran repercussio en el llenguatge, doncs no pensa ni
enraona de forma normal.

Té una prevalenga aproximada d’un 1% en la poblacié mundial i es caracteritza per
ser una malaltia cronica, severa i recurrent, i que comporta un gran impacte en la
vida social del malalt i del seu entorn familiar. Els simptomes de la malaltia inclouen
al-lucinacions auditives i visuals, i idees delirants.

L’esquizofrénia afecta per igual en homes que en dones, tot i que en el cas dels
homes I'edat d’inici es troba generalment entre els 16 i 24 anys, mentre que en les
dones I'edat d’inici és entre els 20 i 34 anys.

Hi ha diverses teories per a explicar I'etiopatogénia de I'esquizofrénia. Una se centra
en els neurotransmissors, principalment la dopamina, el glutamat, I'acetilcolina, la
serotonina, el GABA i la noradrenalina (Owen i Simpson, 1994). Una altra hipotesi
es basa en un factor metabolic que és el de la transmetilaci6 (Smythies, 1983).
Torrey i Peterson varen proposar la hipotesi viral per I'esquizofrénia que postula que
el desencadenament de la malaltia seria una infeccid virica (Torrey i Peterson,
1976). També s’ha proposat la hipotesi dels fosfolipids de membrana que es
focalitza en la importancia d’aquestes molécules en el correcte funcionament de les
neurones (Pettegrew et al., 1991). Finalment, la hipotesi del neurodesenvolupament
(Weinberger, 1987) postula que l'origen de I'esquizofrénia tindria lloc per alteracions
durant el desenvolupament embrionari del cervell que conferirien susceptibilitat a
desenvolupar la malaltia en I'adolescéncia. Durant I'etapa postnatal i infantesa tenen
lloc una série de processos de maduracio en el cervell huma i no és fins al final de
'adolescéncia que es considera que el cervell és madur i es caracteritza per
presentar el volum maxim de substancia grisa. A partir d'aquesta etapa, la

substancia grisa es va reduint progressivament al llarg de tota la seva vida. Tots els
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processos de maduracié que tenen lloc fins a I'etapa de I'adolescéncia, juntament
amb factors ambientals estressants, provocarien la manifestacié clinica tardana
d’alteracions latents.

Hi ha multiples evidéncies que donen suport a aquesta teoria. S’ha vist que els
malalts esquizofrénics poden presentar alteracions morfologiques en el cervell a
I'inici de la malaltia que romanen estatiques i que no progressen al llarg de la
malaltia com son l'agénesi parcial o total del cos callos, I'eixamplament dels
ventricles laterals acompanyat de reduccions en volum dels I6buls temporal i frontal,
i del nucli talamic, i/o les alteracions neuronals des del punt de vista d’organitzacio,
especificitat i connectivitat. Un altre fet que ddéna suport a la teoria del
neurodesenvolupament és I'abséncia de gliosi que poden presentar els malalts.
S’entén com a gliosi la manifestacio del cervell en resposta a un dany amb expressié
de cel-lules necrotiques i/o apoptotiques. Per tant, alteracions cerebrals sense gliosi

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

2. DDR1 i esquizofrénia

Un Unic estudi publicat fins al moment i realitzat en el nostre grup, ha vinculat el gen
receptor domini discoidina 1 amb I'esquizofrénia. En aquest estudi es va trobar
associacio entre una variant nucleotidica o SNP (del anglés Single Nucleotide
Polymorphism) del gen DDR1 amb l'esquizofrénia (Roig et al, 2007). En concret es
va trobar associat 'SNP rs1049623 (Figura 1). Quan es va estratificar 'analisi per
génere I'associacio entre I'SNP rs1049623 i esquizofrénia existia només en homes.
En el mateix treball es va demostrar que I'expressio del gen, mesurada per la técnica
d’'RT-PCR quantitativa en limfocits de sang periférica obtinguts dels pacients, era
diferent en funcio del genotip de I'SNP rs1049623 que cada individu tenia. Es a dir
els individus homozigots per I'al-lel de risc mostraven unes concentracions d’RNAm

de DDR1 significativament inferior que els altres (Roig et al., 2007).
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CROMOSOMA®6
[ |

SNP 12 3 4 5 67 89101 12 13 14 15 16

12 3 4 5 67 89 10 11 12 13 14 15 16 17
Exo <= 15.6 kb P €= 8.5 kKb=p

Figura 1. Distribucio SNP’s DDR1 en 6p21.3. El gen DDR1 en humans esta composat per
17 exons distribuits en 15.6 kb del genoma. Un total de 16 SNP’s han estat detectats en
aguesta regio, dels quals un s’ha vist que presenta una clara associacié amb I'esquizofrénia
(SNP 9).

3. DDR1 i mielina

En ratoli, DDR1 es troba expressat en oligodendrocits madurs i presenta els seus
nivells més alts d’expressié durant I'estadi de mielinitzacié post natal, al voltant del
dia postnatal 15 (Franco-Pons et al., 2006). En I'adult els nivells d’expressié no son
tant alts pero es mantenen en alguns oligodendrocits madurs.

En huma vam detectar per marcatge combinat d’hibridacié in situ de DDR1 i
d’immunohistoquimica pel marcador Factor von Willebrand, la col-localitzacié de
DDR1b en les cel-lules endotelials dels vasos sanguinis en cervell huma. Per la
técnica d’'RT-PCR a temps real vam quantificar I'expressié de 'RNAm de les 5
isoformes conegudes de DDR1 en el cortex cerebral huma. Vam observar que la
isoforma més abundant en cervell huma era DDR1b, seguit de DDR1c i DDR1a.
L’expressio de les isoformes d i e de DDR1 va ser inferior a 1. Envers aquests
resultats, ens vam plantejar quantificar I'expressié de les 5 isoformes de DDR1 en
les linies cel-lulars humanes d’oligodendrocits HOG16 i MO3.13, la linia cel-lular
endotelial HUVEC i la linia cel-lular de carcinoma de colon. Vam veure que DDR1b
és la isoforma que més s’expressa en totes les linies cel-lulars, i presenta uns nivells
d’expressié deu vegades superior en les cel-lules HUVEC en comparacié el cortex
huma. Quan els valors d’expressio de DDR1b es van treure vam veure que DDR1c
és la segona isoforma de DDR1 més abundant, essent 4 vegades superior en cortex

huma que en la resta de linies 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 referencia. Les
isoformes DDR1d i DDR1e van presentar valors d’expressié menors d’1 en totes les
linies cel-lulars analitzades.

Es va estudiar I'expressid proteica en cervell huma de DDR1. L’anticos DDR1 C-
terminal va marcar intensament la substancia blanca i les fibres de mielina de la
substancia grisa mentre que l'anticos DDR1 N-terminal presenta un marcatge
restrictiu de cél-lules endotelials de vasos sanguinis en la substancia grisa, patro
molt similar a I'obtingut amb la hibridaci6 in situ. En la substancia 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 cél-lules glials, com els astrocits i
els oligodendrocits.

Per tal de caracteritzar les cel-lules que expressen DDR1 es va realitzar un estudi de
col-localitzacié amb diferents marcadors histologics. El marcatge de fibres de mielina
per part de I'anticos DDR1 C-terminal es va comparar amb el marcador de mielina
MBP. Els nostres resultats van mostrar una clara col-localitzaci6 de marcatge entre
els dos marcadors.

Es va emprar com a marcador d’astrocits la GFAP i com a marcador
d’oligodendrocits madurs I'APC. Els nostres resultats van demostrar que DDR1
estava present només en algunes cel-lules GFAP positives de la substancia blanca i
gue alguns oligodendrocits 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 substancia blanca en 'SNC. Es tracta
d’'una estructura espiral constituida per extensions de membrana citoplasmatica de
les ceél-lules glials mielinitzants, els oligodendrocits. Aquesta estructura es coneix
com a beina de mielina i observada en talls transversals al microscopi electronic
presenta una estructura periodica formada per linies concéntriques denses

alternades amb linies concentriques clares (Figura 2).
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Figura 2. Seccio coronal area de substancia blanca en la qual s’indica la localitzacio del axé
i de la mielina. La mielina en microscopia electronica apareix com una estructura
multilaminar de bandes denses i bandes clares. L’escala emprada ha estat de 1000 nm.

Els oligodendrocits, terme introduit per Rio Hortega l'any 1928, sén cél-lules
neuroglials en les quals per técniques d’impregnacié metal-lica es marquen
clarament molts processos cel-lulars. Son les cel-lules predominants de la
substancia blanca, pero també estan a la substancia grisa. En la substancia blanca
aquestes cel-lules es coneixen com a oligodendrocits interfasciculars, ja que son
responsables de la produccio i manteniment de les beines de mielina de les fibres
nervioses de I'SNC. En la substancia grisa embolcallen les cel-lules nervioses,
donen suport neuronal i reben el nom d’oligodendrocits satel-lits (Baumann and
Pham-Dinh, 2001).

Els oligodendrocits es caracteritzen per la seva morfologia: cos cel-lular petit, nuclis
petits i esférics amb cromatina densa, citoplasma amb elevada densitat electronica i
alt contingut de reticle endoplasmatic i poliribosomes, absencia de filaments
intermedis i preséncia d’'un gran nombre de microtubuls llargs en els seus processos
(Snell, 2003).

Com ja s’ha comentat préviament, els oligodendrocits interfasciculars formen les
beines de mielina. Aquestes cel-lules es presenten en files entre els axons mielinics i
sbn els seus processos citoplasmatics els que formen les beines. Un oligodendrocit
conté diversos processos citoplasmatics, cadascun dels quals contacta i embolcalla
repetidament un axd. En un mateix axo coexisteixen beines de mielina adjacents de
diferents oligodendrocits. Per una altra banda, el nombre de processos
citoplasmatics que formen les beines de mielina a partir d’'un sol oligodendrocit varia

segons l'area de I'SNC. A part dels oligodendrocits hi ha 3 tipus principals de
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cel-lules neuroglials en 'SNC: els astrocits, la microglia i 'epéndima o cél-lules
ependimaries (Figura 3).

L’aposici6 de les superficies citoplasmatiques de les prolongacions dels
oligodendrocits formen les linies denses. La fusio de les parts extracel-lulars de les
membranes dels oligodendrocits generen les linies clares. Cada beina de mielina té
una longitud aproximada de 150-200 ym, té una elevada resistencia a la pérdua de
corrent i una elevada capacitancia. La beina de mielina és discontinua, ja que
s’interromp en intervals regulars formant els noduls de Ranvier. La beina de mielina i
els noduls de Ranvier s6n importants en la velocitat i el tipus de conduccié sinaptica
electrica dels axons (figura 4). La mielina €s una estructura poc hidratada (40%
aigua) en comparacio amb la substancia grisa i esta constituida per un 70% de lipids
i un 30% de proteines, fet que la fa peculiar respecte les altres membranes cel-lulars
que presenten generalment una relacié lipid-proteina inversa. El seu gruix, el seu
baix contingut en aigua i la seva riquesa en lipids facilita la rapida transmissié

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

Neurona Vas Oligodendrocit

Epéndima Astrocit Microglia

Figura 3. Tipus cel-lulars en el Sistema Nervids Central. Aquest esta compost per neurones
i cél-lules glials. Els oligodendrocits, astrocits i la microglia estan intimament associats amb
les neurones. Els oligodendrocits tenen la funcié de recobrir els axons de les neurones i
formar la beina de mielina. Els astrocits tenen funcié trofica i estan associats amb els vasos
sanguinis. Les ceél-lules de lI'epéndima revesteixen els ventricles i contribueixen en la
circulacié del fluid cerebroespinal.
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4.1.Composicio de la mielina
La mielina té dos constituents especifics: les proteines i els glicolipids que so6n

sintetitzades pels oligodendrocits.

4.1.1. Proteines
Les proteines de la mielina comprenen el 30% dels pes de la mielina. El 80% del
total proteic esta compost per dues proteines de baix pes molecular: 'MBP (de
I'anglés, myelin basic protein) i la isoforma DM20 de la PLP (de I'anglés, proteolipid
protein).

A continuaci6 es fa una breu descripci6 de les proteines més rellevants en la mielina:

MBP (de I'anglés, myelin basic protein)

Es una familia proteica que constitueix el 30% de les proteines de la mielina. En
humans el gen de 'MBP esta compost per 7 exons distribuits al llarg de 45 kb en la
regio cromosomica 18g22-qter (Saxe et al., 1985; Sparkes et al., 1987; Kamholz et
al.,1988). Per mecanismes d’empalmament (de l'anglés, splicing) alternatiu es
generen 4 isoformes majoritaries d’ un pes molecular de 21.5, 20.2, 18.51 17.2 kDa
en humans. El gen de 'MBP forma part d’'una llarga unitat de transcripcid que
genera els diferents transcrits d’MBP i que es coneix amb el nom de gen Golli-MBP.
El gen Golli-MBP esta format per 10 exons, 7 dels quals constitueixen el gen propi
de I'MBP i s’estén al llarg de 179 kb en humans (Pribyl et al., 1993). S’ha vist en
ratolins mutats parcialment per 'MBP que aquesta proteina té un paper important en
la compactacié de la mielina (Privat et al., 1979; Roach et al., 1985). En ratolins
shiverer, on s’elimina una llarga porci6 del gen de I'MBP, es veu una menor
compactacio de la mielina en 'SNC (Readhead et al., 1990). En concordangca amb
els resultats en ratolins, també s’ha vist que rates Long Evans amb una mutacié en
el gen MBP que provoca una transcripcié aberrant del gen presenten una pérdua de

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

PLP/ DM20 (de I'anglés, proteolipid proteins)

Constitueixen el 50% de les proteines de la mielina. El gen PLP esta format per 7
exons, té una longitud de 15 kb i esta en el cromosoma Xqg22 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 delecié de 35 aminoacids en la part 5’ de I'exd
3. S’ha vist que la proteina PLP humana és 100% homologa a la proteina PLP
murina (Diehl et al., 1986; Macklin et al., 1986). Quan s’anul-la I'expressié de PLP i
DM20, els oligodendrocits mantenen la seva capacitat de mielinitzar i compactar les
beines de mielina, perd a nivell estructural s’observa que les linies intraperiddiques
de mielina es fusionen i afecten aixi la seva estabilitat fisica. Aquest fet suggereix
que la PLP en la mielina forma una membrana molt estable un cop la compactacio
ha tingut lloc (Bogler et al., 1990; Klugmann et al., 1997). La patologia principal dels
ratolins genoanul-lats per PLP és una degeneracié dels axons mielinitzats (Griffiths
et al., 1998).

CNP (de 'angles, 2’,3-cyclic nucleotide 3-phosphodiesterase)

Representa el 4% de les proteines de mielina. En humans el gen CNP esta format
per 4 exons distribuits al llarg de 7 kb en el cromosoma 17g21. 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 proteina CNP no
es localitza exclusivament en la mielina, sin6 que també esta en les cél-lules
fotoreceptores de la retina (Vogel et al., 1988). Aquesta proteina es localitza en el
citoplasma axonal no compactat de l'oligodendroglia i en els llagcos (de l'anglés,
loops) paranodals (Trapp et al., 1989). En ratolins transgénics la sobreexpressio de
CNP pertorba la formaci6 de la mielina i crea prolongacions aberrants de la
membrana dels oligodendrocits (Gravel et al., 1996). Per una altra banda, els ratolins
genoanul-lats per CNP sembla que mielinitzen normalment, perd presenten
protuberancies axonals i un procés de degeneracié que els causa la mort prematura

a I'etapa adulta (Lappe-Siefke et al., 2003).

MAG (de I'anglés, myelin associated glycoprotein)

Representa un 1% de les proteines de mielina. El gen MAG s’estén al llarg de 16 kb
pel cromosoma 19 en humans. Esta format per 13 exons i per empalmament
alternatiu es generen 2 isoformes: L-MAG (large-MAG) i S-MAG (small-MAG).
Aquestes dues proteines corresponen a polipeptids de 72 i 67 kDa, respectivament.
L-MAG esta implicat en I'activacié de la proteina tirosina quinasa Fyn i suggereix una
implicacio de la cascada de fosforilacid de les tirosines en la mielogénesi. S’ha vist

que ratolins deficients en Fyn presenten alteracions de la mielinitzacié i que la
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diferenciacié morfoldgica dels oligodendrocits depen de I'activacio tirosina quinasa
de Fyn (Urenjak et al., 1992; Osterhout et al., 1999).

Entrant més en detall de la funcid6 de MAG, s’ha vist que els ratolins deficients en
MAG presenten retards en la compactacio i un major nombre de beines de mielina
gue embolcallen els axons. Aquest fet suggereix que MAG té un paper d’ajuda als
oligodendrocits perqué distingeixin axons mielinitzats dels no mielinitzats en 'SNC
(Li et al., 1994; Montag et al., 1994). A més, s’ha vist que els ratolins deficients per
'L-MAG pero amb S-MAG intacte presenten les mateixes alteracions que els
animals deficients per MAG, per contra la mielina del sistema nervids periferic (SNP)
es manté normal. Aquestes dades indiquen que I'L-MAG té un paper critic en I'SNC,
mentre que I'S-MAG estaria directament implicada en la mielina de I'SNP (Fruttiger
et al., 1995; Carenini et al., 1997; Fujita et al., 1998). Estudis in vitro de cél-lules de
Schwann transfectades correlacionen la sobreexpressi6 de MAG amb una
hipermielinitzacié i, contrariament, una baixa expressi6 de MAG amb una
hipomielinitzacid (Meyer-Franke et al., 1994; Filbin et al., 1996). Una altra funcio
atribuida a MAG és la d’inhibir el creixement axonal en 'SNC després d’una lesio, i
permet aixi la reparacioé 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
desmielinitzacio a causa que la seva formacio es veu augmentada en pacients amb

esclerosi multiple (Moller et al., 1996).

MOG (de I'anglés, myelin-oligodendrocyte glycoprotein)

Es una de les proteines minoritaries de la mielina que només esta present en
mamifers (Birling et al., 1993). En humans, el gen MOG es localitza en el complex
major d’histocompatibilitat | (MHCI) en el cromosoma 6p21.3-p22. Aquest gen esta
format per 8 exons, els quals per mecanismes d’empalmament alternatiu generen 6
transcrits diferents (Pham-Dinh et al., 1995). MOG esta en la membrana plasmatica
de les prolongacions dels oligodendrocits i en la lamel-la més externa de la beina de
mielina (Brunner et al., 1989). També és considerat un marcador d’oligodendrocits
madurs a causa que la seva preséncia correlaciona amb els ultims estadis de
maduracio d’aquestes ceél-lules glials (Solly et al., 1996). Malgrat que la seva funcié
no es coneix del tot, la seva localitzacié en la superficie cel-lular la fan accessible a

un atac autoimmune. De fet, la immunitzaci6 amb aquesta proteina en
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I'experimentacié animal causa una recaiguda-remissio d’una forma d’encefalomielitis
al-lergica experimental (EAE), malaltia que presenta similituds cliniques amb
I'esclerosi multiple (lglesias et al., 2001). Recentment, es considera MOG com un

important autoantigen de I'esclerosi multiple (Berger et al., 2003).

MOBP ( de I'anglés, myelin-associated oligodendrocyte basic protein)

Es una proteina basica de mielina. EI 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 polipéptids de 8.2, 9.7 i 11.7 kDa. Es localitzen en la
linia densa de la mielina on sembla que juguen un paper en la compactacié de la
mielina de forma similar a 'MBP. Tal com es detalla en l'apartat 1.3.3., quan el
procés de mielinitzacié s’inicia, 'RNAm de MOBP a I'igual que succeeix amb 'RNAm
d’'MBP, entre d’altres, és traslladat del cos cel-lular cap a les prolongacions dels

oligodendrocits (Montague et al., 1997).

Membres de la familia tetraspanina

Proteines involucrades en processos de proliferacio i migracié oligodendroglials.
Dintre d’aquesta familia destaquem OSP (de l'anglés, oligodendrocyte-specific
protein) i Cx32. OSP és una proteina present en el SNC i en oligodendrocits que es
troba codificada, tant en humans com en ratolins, en el cromosoma 3. L’estudi de
ratolins deficients han permés determinar que OSP és una tight junction protein
(Morita K et al, 1999). Cx32 so6n proteines de membrana que faciliten la transferéncia
d’ions i molécules petites entre les cél-lules (Bergoffen et al., 1993) i que es troben
expressades en oligodendrocits perdo 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 I'anglés, oligodendrocyte-myelin glycoprotein)

Proteina 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. Lipids
La composiciod lipidica de la mielina és la mateixa que hi ha en altres membranes
cel-lulars, perd amb una proporcié molar diferent. Aquests lipids son el colesterol, els
fosfolipids i els glicolipids, i es presenten en la mielina amb una proporciéo molar de
4:3:2 a 4:4:2; i és el colesterol el lipid majoritari. En la mielina normal no hi ha ésters
de colesterol. La mielina es caracteritza per la seva riquesa en glicoesfingolipids,
particularment galactocerebrosids com les galactosilceramides (GalC) i sulfatides
com les sulfogalactosilceramides. GalC representa el 20% dels lipids de la mielina
madura. En la mielina també trobem galactolipids menors com son els esters
grassos de cerebrosids i els galactocerebrosids que contenen acid sialic com el
gangliosid GM1 i el GM4 (Baumann and Pham-Dinh, 2001).

4.2.0rigen i maduracié del llinatge oligodendroglial
Les neurones i altres cél-lules de 'SNC s’originen a partir de I'ectoderm dorsal de
'embrié tempra. Aquest ectoderm s’engrandeix i forma la placa neural. A mesura
que avanga la gestacio, els plecs neurals es fusionen formant el tub neural. L’extrem
rostral del tub neural origina I'encefal 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 sén precursors de
neurones.
Cap a la dinovena setmana de gestacié es comencen a originar els precursors de la
neuroglia, els glioblasts. D’aquests ultims, els precursors d’oligodendrocits s’originen
en les regions ventrals del tub neural, i en la zona ventricular i subventricular. Un cop
formats aquests oligodendrocits precursors migren per I'SNC abans que es
diferenciin en oligodendrocits mielinitzants. Aquest procés de migracio és massiu i
de llarg recorregut, per tal de colonitzar especificament diferents territoris del cervell i
esta regulat pels factors de transcripcié Oligl i Olig2. Un cop finalitzen la seva
migracio es col-loquen en els tractes de fibres que seran substancia blanca, perden
part de la seva mobilitat, adquireixen el marcador O4 i es transformen en
preoligodendrocits.
Els preoligodendrocits es transformen en oligodendrocits immadurs, cél-lules que en
el cas de rates es caracteritzen per la preséncia del marcador GalC i la péerdua
d’expressié dels antigens GD3 i A2B5. En rates, la maduracié en oligodendrocits

madurs no mielinitzants té lloc quan expressen de forma successiva en el temps
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diferents proteines de la mielina: CNP, MBP, MAG i PLP, respectivament. Finalment,
I'expressio de la proteina MOG correlaciona amb l'ultim estadi de diferenciacié en

oligodendrocits madurs mielinitzants (figura 4).

= Q=

o/

Progenitor OA2 Preoligodendrocit Oligodendrocit Oligodendrocit
progenitor madur no madur mielinitzant
mielinitzant
PSA NCAM A2B5 A2B5 04 04
Nestina GD3 GD3 RIP RIP
PDGFR NG2 NG2 GalC GalC
DM20 PDGFR 04 CNP CNP
CNP DM20 PDGFR DM20 MBP
CNP DM20 PLP/DM20
CNP MAG

MOG

Figura 4. Procés de maduracié del llinatge oligodendroglial. Existeix tant una evolucié
morfoldgica com antigénica des de I'etapa de progenitor d’oligodendrocits fins I'estadi de
maxima maduresa dels oligodendrocits, cél-lules capaces de dur a terme la mielinitzacio.
Aquesta figura esta adaptada de Bauman i Pham-Dinh, 2001.

4.3.Distribucio6 de les proteines de mielina en oligodendrocits

La membrana de mielina esta composta per diferents subdominis amb una
distribucié proteica desigual (Figura 5). La mielina compacta es caracteritza per un
enriguiment en glicoesfingolipids, galactocerebrosids sulfatats i un enriquiment de la
majoria de proteines de la mielina: PLP, DM-20, MBP i MOBP. Les regions no
compactes de la mielina estan constituides per CNP, MAG, MOG i Cx32 ( Kramer et
al., 2001). La OSP es localitza en una regié molt precisa: en les unions que marquen
el limit 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 oligodendrocit mielinitzant i distribucié de les proteines de mielina
en els diferents dominis de membrana de l'oligodendrocit. A destacar els dominis de la
mielina que son: mielina compacta, llagos periaxonals, abaxonals i paranodals (Modificada
de Kramer et al., 2001)

4.4.Mielinitzacié

Durant la formacié de la mielina, els oligodendrocits 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 extensio de la
membrana plasmatica i manté una composicié bioquimica caracteristica durant
I'estat adult.

La mielinitzacié és un procés complex, altament regulat durant el desenvolupament
en el qual una serie de lipids i proteines de les cél-lules glials mielinitzants s’activen
d’'una forma coordinada la sintesi d’'una seérie de lipids i proteines. La mielina es
sintetitza durant el desenvolupament postnatal pels oligodendrocits en el SNC i per
les cél-lules de Schwann en el SNP. La funcié de la mielina en el SNC i el SNP
pareix identica pero existeixen diferéncies en la biologia cel-lular de la mielinitzacié
dels oligodendrocits en respecte a les céel-lules de Schwann. La cél-lula de Schwann
té una associacio molt intima amb I'axé que mielinitza i s’alinea al llarg del mateix,
definint un sol internode mentre que varies extensions d’'un sol oligodendrocit

meilinitzen diferents internodes d’axons diferents (Bunge RP., 1968).




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig,

ISBN:978—84—693—Q£g?gg4C5%§%.1953—2010

4.4.1. Reconeixement oligodendrocit-axo

En general, es requereix d’un calibre minim (al voltant d’1um) per tal que I'ax6 pugui
ser mielinitzat, perd es desconeix encara com es selecciones aquets axons. Certes
molécules d’adhesié com L1 i NCAM s’expressen en axons no mielinitzats i durant la
mielinitzacié disminueixen la seva expressié (Charles et al., 2002). No obstant, no
esta clara la connexido entre la desaparici6 d’aquestes molécules i l'inici de la
formacié de la beina de mielina al voltant de I'axdé. Els factors de creixement
neuronals NGF també poden estar relacionats amb el reconeixement de I'ax6é per
part de les cél-lules glials. Els NGF s’uneixen a receptors axonals, provocant la
transcripcié de gens neurals que regulen la habilitat dels oligodendrocits o de les
cel-lules de Schwann per la mielinitzacié (Chan et al., 2004). Aquesta primera fase
es dbna en els preoligodendrocits, els quals s’estableixen al llarg de les fibres de la
substancia blanca, mantenint la seva capacitat de divisi6. A més a meés, aquests
preoligodendrocits, es converteixen en oligodendrocits immadurs adquirint diferents
marcadors, llestos per comencar el procés de mielinitzacio.

La utilitzacié d’estratégies transgéniques o knockout han demostrat que en el SNP,
la neuregulina 1 (Nrgl) regula el gruix de la beina de mielina. La neuregulina 1
s’expressa en els axons de les neurones, aixi com en les motoneurones. Els
receptors de neuregulina ErbB2 i ErbB3 s’expressen en les cél-lules de Schwann.
Els nivells de Nrgl axonal per mitja de la seva unié al receptor ErbB2 determinen el
nombre de lamines de mielina que les cél-lules de Schwann formaran al voltant d’'un
ax6 (Michailov et al., 2004; Taveggia et al., 2005). Es més, la isoforma tipus Ill de la
Nrg1 és la unica que es conserva en la superficie de I'axé i que activa la fosfoinositol

qguinasa 3, necessaria per la mielinitzacio (Taveggia et al., 2005).

4.4.2. Sintesi de la mielina i formacié del domini paranodal
Un cop establert el reconeixement de I'axd per part de les cél-lules glials té lloc la
segregacio de la mielina des de la membrana plasmatica de la cel-lula mielinitzant a
'ax6. Un avang important, per entendre com es segrega la mielina des de la
membrana plasmatica, va ser el descobriment del fet que certes proteines de les
cel-lules mielinitzants es sintetitzen in situ, és a dir, en les extensions de
I'oligodendrocit que rodeja I'axd. Aquest és el cas de la MOBP, la MBP, la Call i la
CNP (Ghandour and Skoff, 1991; Tansey et al., 1996; Gould et al., 1999). Altres

proteines implicades en la mielinitzacié es sintetitzen en el cos cel-lular com la MAG,
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MOG, PLP i DM-20 entre altres. La sintesi de les proteines en les extensions dels
oligodendrocits requereix del sistema de microtbuls i de microfilaments. En la
literatura s’ha descrit un transport actiu de 'RNAm que implica el reconeixement
d’elements coneguts com a cis-acting RNA elements per part de factors d’unié
d’RNA trans-acting.
Aquesta interaccio resulta en la formacié d’'un complex ribonucleoproteic (RNP) que
és transportat amb l'ajuda de proteines motores a través dels filaments del
citoesquelet. Quan arriben al seu desti els transcrits son alliberats, ancorats i
traduits.
Hi ha alguns RNAm codificadors de proteines de mielina, el més conegut del quals
és 'RNAm de I'MBP, que soén transportats en forma de granuls d’'RNA a través dels
microtubuls 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 microtubuls i els microfilaments juguen un paper molt important en
la extensio de les ramificacions de les cel-lules mielinitzants. Una proteina que
participa en 'organitzacié dels microtubuls i els microfilaments és la CNP. La CNP
promou el creixement dels microtibuls i la arboritzacié de les ramificacions dels
oligodendrocits facilitant la polimeritzacié dels microtibuls en els seus extrems (Lee
et al., 2005). La CNP també indueix la reorganitzacié dels microfilaments d’actina
afavorint la formacioé de fil-lopodis, que son essencials per l'establiment de les
ramificacions (De Angelis and Braun, 1996). Una altra dada que aporta importancia
al sistema dels microfilaments durant la mielinitzacié és que en abséncia d’aquests
mateixos, I'expressid dels gens que codifiguen per les proteines de la mielina
s’inhibeixen, impedint aixi, el procés de mielinitzacié en les cél-lules de Schwann
(Bunge et al., 1989).
La formacié del domini paranodal (unié axo-glial entre la beina de mielina i
I'axolema) que separa el node del juxtaparanode, té lloc durant les primeres fases de
la mielinitzacié. En la formacié paranodal s’han identificat la paranodina, la
contactina i la neurofascina 155 com a proteines principals. També es detecten els
constituents del node de Ranvier com la neurofascina 186, I'anquirina G, la NrCAM i
la BIV-espectrina. Seguidament apareixen els canals de sodi necessaris per la
propagacié del potencial d’accié de I'axd. Actualment s’assumeix que una o varies
proteines de l'axé actuen de pioneres en la formacio del node en resposta a

proteines de membrana o proteines de difusio de les cel-lules mielinitzants. Un cop
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arriben al node, actuen com vehicle per agrupar altres proteines, incloent-hi els

canals de sodi (Sherman and Brophy, 2005).

4.4.3. Alteracions en el comportament dels ratolins deficients per

proteines de la mielina

GM2/GD2 sintetasa

La GM2/GD2 sintetasa és un enzim clau en la biosintesi dels gangliosids 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 déficits en
els reflexos, en la forga, en la coordinacié i en l'equilibri . També presenten
anormalitats en el pas: una longitud i amplada del pas reduida, un increment de la
longitud entre les potes de darrera i una davallada en el nombre d’aixecaments
sobre les seves extremitats posteriors (en anglés rearings). Els mutants deficients de
GM2/GD2 sintetasa caminen fent petits moviments, presenten tremolors i catalepsia

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

Tenascina-C

Glicoproteina de matriu extracel-lular ampliament expressada durant els processos
de desenvolupament i reparacio cel-lular. La preséncia d’aquesta glicoproteina evita
la migracié dels oligodendrocids progenitors, prevenint d’aquesta manera que tingui
lloc la mielinitzacié. Els ratolins deficients de tenascina-C presenten un fenotip
normal tant a nivell anatdmic com histologic (Saga et al., 1992). Mostren, no obstant,

hiperlocomocio i déficits en la coordinacio (Kiernan et al., 1999)

Prosaposina

Proteines activadores de glicoesfingolipids hidrolases, localitzades en els lisosomes.
Una disrupcid en l'expressid de prosaposines provoca una acumulacié de
glicoesfingolipids en microglia i neurones. Aix0 condueix a processos de
neurodegeneracié i desmielinitzacié. El funcionament motor i de I'equilibri dels
animals deficients per aquesta proteina va ser avaluat pel test de ponts estrets (de
I'anglés, narrow bridges). Aquests animals exhibien una major dificultat en travessar
tots els ponts i un deteriorament progressiu en la realitzacié d’aquest test al llarg de

les setmanes. L’activitat exploratoria 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
tecnica de les petjades. Els animals deficients en prosaposina presentaven

hiperactivitat i déficits en la coordinacio (Sun et al., 2008).

Receptor Nogo

Nogo és un membre de la familia reticulon, del qual existeixen 3 transcrits o
isoformes (Nogo A, B i C). En sistema nervids central Nogo-A es troba en elevades
guantitats en oligodendrocits i mielina, mentre que Nogo-C és expressat
majoritariament 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 Galgtl

MAG és una proteina implicada en la formacio de la beina de mielina que s’uneix als
gangliosids GD1a i GT1b (molécules de la superficie de I'axd). Els animals deficients
per aquesta proteina aparentment no presenten deficits en coordinacidé motora i en
tasques d’aprenentatge (Montag et al., 1994).

Els ratolins deficients en Galgtl no poden sintetitzar gangliosids i per tant no
expressen GDla i GT1b. Els ratolins deficients per Mag, per Galgtl i els doble
deficients en Mag i Galgt1 presenten déficits motors i comportamentals. En I'analisi
per rota-rod, on es mesura I'equilibri, la coordinacié 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 puntuacié més baixa. El reflex d’estirar els membres
posteriors quan el ratoli 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 Galgtl sén 2.3 vegades
més actius que els controls mentre que els deficients en Mag i els doble mutants
Mag/Galgtl son aproximadament 1.6 vegades més actius que els controls (Pan et
al., 2005).

Triple deficient PLP-MBP-MAG
La proteina proteolipidica (PLP) i DMy, s6n dos transcrits implicats en la formacié de

la beina de mielina i en el manteniment de I'ax6 (Stoffel et al., 1984). L'MBP té un rol
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crucial en la compactacio 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, pero el canvi el doble deficient Plp-Mag presenta
tremolors en les extremitats posteriors. En tasques d’aprenentatge de tipus laberint
d’aigua (de l'angles, water maze) els animals deficients per Mbp van ser descartats
d’aquest assaig per ser incapagos de nedar, els deficients Plp i Mag presentaven un
comportament d’aprenentatge normal i en canvi els doble deficients Plp-Mag eren
incapacgos d’adquirir una discriminacio espacial per trobar la plataforma. En el test a
camp obert, I'activitat motora dels mutants simples per Mbp i els triple mutants Plp-
Mbp-Mag era forga més baixa que la resta.

El patré postural i motor es va analitzar mitjancant el test de subjeccio, 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 incapagos 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 diferencies 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 desmielinitzacio i remielinitzacio
La mielinitzacié és un procés altament complex que implica la proliferacio, migracio i
la diferenciacio de les cél-lules progenitores d’oligodendrocits (Baumann and Pham-
Dinh, 2001). Alguns tipus de lesions del SNC provoquen la desmielinitzacio i la
perdua axonal, donant lloc a malalties com I'esclerosi multiple. La desmielinitzacié es
caracteritza per la mort dels oligodendrocits madurs mielinitzants, delectant-se una
davallada de proteines que participen en la mielinitzacié. EI SNC intenta recuperar-
se d’aquestes lesions mitjangant la remielinitzacioé (Chang et al., 2002). Aixi, després
un dany en la mielina, els OPCs (cél-lules precursores d'oligodendrocits) es
diferencien en oligodendrocits immadurs (que expressen marcadors de proliferacio
com NG2, PDGFa i GalC) passant a oligodendrocits madurs (que expressen CNP,
MBP, PLP i MAG) capacos de mielinitzar els axons. El procés de remielinitzacié no
és el mateix que el procés de mielinitzacié que es dona durant el desenvolupament
(veure capitol 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 desmielinitzacié i remielinitzacid s’han desenvolupat diferents

models experimentals en rosegadors.

4.5.1. Model per administracio de cuprizona

La administracié oral als animals rosegadors d’un quelant de coure, anomenat
cuprizona, que resulta toxic pels oligodendrocits, provoca una desmielinitzacio en
arees especifigues com el cos callos i hipocamp del SNC i, seguit per una
remielinitzacio espontania.

Aquest model esta molt ben descrit. Es coneixen molt bé les dosis de cuprizona a
utilitzar, les soques de ratolins a utilitzar, el periode de temps en el qual transcorre la
desmielinitzacio i la remielinitzacio i la resposta inflamatoria que té lloc (Matsushima
and Morell, 2001; Stidworthy et al., 2003). Actualment, s’aplica la administracio oral
de cuprizona al 0.2% en ratolins de la soca C57BL/6J de 8 setmanes d’edat. La
desmielinitzacié comenca 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 dona una recuperacio espontania de la mielinitzacié en el 50%
dels axons. Si en aquest periode s’interromp la administracié de cuprizona, a les
quatre setmanes s’observa una remielinitzacié del 90% dels axons. Si pel contrari,
es continua amb el tractament, la desmielinitzacié prossegueix i sobre la setmana 12
de tractament amb cuprizona hi ha un altre intent de remielinitzacié espontania. Cap
a les 14 setmanes de tractament amb cuprizona, es comencen a detectar anomalies
sistemiques i els animals moren cap a la setmana 16 de tractament, probablement
per dany hepatic (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 desmielinitzacié té lloc per apoptosis dels oligodendrocits
madurs a les 2-4 setmanes de [l'inici del tractament (Matsushima and Morell, 2001).
En resposta a aquest dany, es dona un reclutament de la microglia, macrofags i
astrocits que promouran la remielinitzacié 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, morfologics i moleculars durant el
procés de desmielinitzacié/remielinitzacié induida per cuprizona al 0,2%. El primer canvi que
s’observa és la regulacié a la baixa dels gens de la mielina. Préviament al procés de
desmielinitzacié hi ha una reduccié en el nombre d’oligodendrocits. Al mateix temps que
ocorre la desmielinitzacio, hi ha una acumulacié massiva dels macrofags i de la microglia.
Finalment hi ha un restabliment gradual de la mielina donat per la aparicié dels precursors
oligodendroglials, que generen una nova poblacié d'oligodendrocits madurs mielinitzants
(Adaptada de Matshusima i Morell).

Han estat molts els estudis que han avaluat des del punt de vista anatomic I'efecte
de la cuprizona en diferents regions del sistema nervidos central. S’ha detectat
desmielinitzacio tant en arees de substancia blanca com gris.

Les estructures que s’han vist afectades per la cuprizona han estat el cos callds, el
cortex cerebral (Skripuletz et al.,, 2009), neocortex, 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
I'hipocamp la cuprizona provoca una desmielinitzacié massiva que inclou la pérdua
de neurones en el gir dentat provocant I'aparicio d’episodis epiléptics.

Yang i col-laboradors (2009) han realitzat un estudi exhaustiu sobre els efectes de la
cuprizona en substancia blanca i han relacionat aquestes anormalitats amb
comportaments de tipus esquizoide. D’aquest estudi es desprén que les estructures
meés afectades per la cuprizona son: el cos callos, la capsula externa, el caudat

putamen i la comissura dorsal de I' hipocamp. En altres arees com el cortex
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cerebral, I’ hipocamp i el bulb olfactori, s’ha observat la ruptura de la beina de la
mielina.

Un avantatge interessant a destacar en aquest model, €s que no existeix ruptura de
la barrera hematoencefalica i per tant s’evita entrar en les complexitats del sistema
immunitari (Matsushima and Morell, 2001).A ligual que en altres models, podem
avaluar el grau de desmielinitzacid i remielinitzaci6 mitjancant tecniques de
neuroimatge basades en la difusidé radial anisotropica de les molécules d’aigua
(Song et al., 2005).

Liebetanz i col-laboradors (2006) han descrit un nou test (MOSS, de I'anglés motor
skill sequence) per avaluar I'activitat motora i que consisteix en: habituar els animals
a rodes compostes per barres creuades a una distancia regular per posteriorment
exposar-los a rodes compostes per barreres creuades a una distancia irregular per
tal d’avaluar la coordinacié motora.

Posteriorment, s’ha publicat un treball sobre comportament animal en aquest model
de des/remielinitzacié induit per cuprizona, en el que s’han utilitzat una série de tests
comportamentals com: la bateria d’observacié funcional (FOB), open field test i el
rota-rod test. En linici de la desmielinitzacié (32 i 4° setmana de tractament amb
cuprizona al 0.2%), els animals mostraven un increment en I'activitat del SNC i una
inhibicié de la resposta anxiogénica enfront a un nou estimul. A les 5 setmanes de
tractament, quan la desmielinitzacido €s maxima, I'equilibri i la reactivitat motora dels
animals es va alterar . L’analisi per rota-rod va demostrar que el grup tractat
presentava un deteriorament de la coordinaci6 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 aguest model, fan émfasis sobre possibles estrategies que
confereixen proteccid enfront un episodi de desmielinitzacioé o bé incrementen la taxa
de remielinitzacio. La quetiapina és un farmac que prevé la desmielinitzacié cortical i
el deteriorament de la memoria espacial de treball (Xiao et al., 2008). El 17beta-
estradiol i la progesterona tenen un efecte protector envers la desmielinitzacio i
estimulen la remielinitzacié. L’efecte beneficial dels esteroides requereix
d’'interaccions amb els oligodendrocits, prevenint la seva degeneracid o bé
estimulant que les cél-lules precursores d’oligodendrocits (OPC) passin a

remielinitzar les fibres mieliniques danyades (Acs et al., 2009).
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Torkildsen i col-laboradors (2009) han demostrat que una dieta amb salmé té un
efecte protector contra els canvis comportamentals induits per la desmielinitzacio. L’
injeccio intracraneal de factors de creixement en animals exposats a cuprizona
incrementa la taxa de proliferacié i migracio cel-lular en cos callés (Kumar et al.,
2007).

5. DDR1

Els receptors domini discoidina 1 i 2 (DDR1 i DDR2) formen una subfamilia de
receptors tirosina quinasa transmembrana (RPTK) (de l'anglés, receptor protein
tyrosine kinase).

Els RPTK so6n importants reguladors de les vies de transduccié del senyal
intracel-lular, i controlen diversos processos cel-lulars com la proliferacio,
diferenciacio, transformacio, senescencia i apoptosi.

Durant el desenvolupament embrionari i en teixit adult DDR1 s’expressa en I'epiteli
de diferents organs com: cervell, ronyd, pulmd, tracte gastrointestinal, glandula
mamaria, colon, fetge, tiroides i cornia (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 expressio és particularment abundant en cervell (Vogel et al.,
1999). L’expressio de DDR1 es veu incrementada en diferents tipus de cancers com
el cancer de mama, d’ovari, d’esdfag, de pulmé 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’implantacié dels
embrions, retard en el creixement de la glandula mamaria, abséncia de I'obertura
alveolar i no secreten la proteina de la llet. També presenten un increment de
col-lagen en la matriu extracel-lular de I'epiteli mamari (Vogel et al., 2001). Per tant,

DDR1 és important en el desenvolupament postnatal de la glandula mamaria.
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5.1.Estructura génica
El gen DDR1 es va clonar per primera vegada I'any 1993, en una llibreria de cDNA
de placenta humana mitjangant la hibridaci6 d’'una sonda de 8 aminoacids
(HRDLAARN) homologa al domini tirosina quinasa dels RTK (Johnson et al., 1993).
Es va anomenar DDR. Simultaniament va ser identificat per altres grups i va rebre
noms diferents, com el gen NEP homoleg al DDR1 en ratoli (Zerlin et al., 1993), trkE
(Di Marco et al., 1993), PTK-3 en rata (Sanchez et al., 1994), RTK6 (Laval et al.,
1994), Cak (Pérez et al., 1994) i MCK-10 (Alves et al., 1995).
En el ratoli el gen DDRL1 es localitza en el cromosoma 17 mentre que en humans el
gen DDRL1 es localitza en el cromosoma 6.
El gen DDR1 en ratoli esta format per 12 exons que comprenen un longitud de 3,814
Kb del DNA genomic. El percentatge d’homologia del gen DDR1 en ratoli respecte a
I’'huma 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 consequéencia de diferents mecanismes
d’empalmament alternatiu i sén conegudes amb CAK | i CAK Il. La diferéncia
d’ambdues isoformes radica en: 1) localitzacié tissular. CAK | s’expressa
majoritariament en cervell embrionari i adult, mentre CAK Il s’expressa en cél-lules
epitelials; 2) la delecid d'un total de 37 aminoacids (aa) de la regié rica amb aa
glicina i prolina, essent el transcrit més llarg el CAK | (Perez et al., 1996). En humans

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

5.2.Estructura proteica

El proteina DDR1 en ratoli esta formada per 911 aminoacids, dels quals els 19
primers codifiquen pel peptid senyal, mentre que la regid extracel-lular esta
compresa entre les posicions aminoacidiques 20 i 414, amb una longitud de 395 aa.
La regié transmembrana, annexa a la regidé extracel-lular, es codificada per 27 aa
(posici6 415-441). En el domini citoplasmatic (470 aa) hi trobem una regi6 rica amb
aminoacids glicina i prolina (posicid 379-599), el domini tirosina quinasa (posicio
608-903) i la cua C-terminal (posicio 903-911) (Figura 7).

A continuacié es fa una descripci6 més detallada de I'estructura proteica i

funcionalitat d’aquestes regions.
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Regié extracel-lular

Regié intracel-lular

Figura 7. Estructura génica i proteica del gen DDR1 en ratoli. En la part de la dreta de la
figura hi trobem la estructura génica amb els exons que la composen i en la part esquerra hi
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figura els dominis de I'estructura proteica.

5.2.1. Regio extracel-lular: domini discoidina i regio stalk

La regidé extracel-lular de DDR1 esta composta pel péeptid senyal, el domini

discoidina i la regi6 stalk.

Domini discoidina

Es el lloc de DDR1 on s'uneix el seu lligand, el col-lagen. A diferéncia del
mecanisme d’activacié de la resta dels RPTK DDR1 només reconeix el col-lagen

quan esta en forma dimeérica i, per tant, la causa directa d’aquesta dimeritzacioé no és

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

En aquest domini s’han identificat diversos residus agrupats en 3 llagos: llag 1
(Ser52-Thr57), llag 3 (Argl05- Lys112) i llag 4 (Serl75), que sén critics per la unié

del col-lagen al receptor (Abdulhussein et al., 2004).
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Regio stalk

No presenta homologia amb cap altra proteina. Aquesta regié és responsable del
reordenament estructural de la proteina un cop s’ha unit el lligand i de la transmissio
del senyal a través de la membrana cel-lular. Conté dues sequéencies importants:
una sequencia de glicosilacié important per a aquesta transmissié transmembranal
del senyal (Curat et al., 2001) i una seqiiencia diana per proteases, probablement de
la familia de les MT-MMP o ADAM (Vogel et al., 2002). Els canvis conformacionals
en la regi6 stalk com a consequéncia de la unié del col-lagen permeten l'accié
d’aquests enzims proteolitzant DDR1 en dos fragments: una subunitat B 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 interaccié6 amb altres

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

5.2.2. Regi0 juxtamembrana
Es una regio rica en prolines i conté diverses seqiiéncies consens amb residus
tirosina que poden ser llocs d’autofosforilacio.
Conté el motiu LXNPXY que correspon al motiu consens XNPXpY d’unié al domini
PTB de la proteina adaptadora Shc. En linies cel-lulars de cancer de mama
humanes aquest motiu d’unié entre la molécula adaptadora Shc i domini PTB de la
regio juxtamembrana té lloc en la tirosina 513 fosforilada de la isoforma DDR1b
(Vogel et al.,, 1997). Aquesta unié ha estat confirmada recentment per Foehr i
col-laboradors 'any 2000 en diferents quimeres de DDR1. En cél-lules THP-1
diferenciades s’ha vist que hi ha el reclutament de la molécula adaptadora ShcA en
el mateix motiu LXNPXY de la isoforma DDR1b fosforilada; uni6 que causa
'activacio de la proteina MAPK p38, el factor NFkB i TAB13 a través de la via
TRAF6 (Matsuyama et al., 2003; Yoshimura et al., 2005). Anteriorment, Matsuyama i
col-laboradors I'any 2003 van observar que l'activacié de la via MAPK p38 per a
aguesta unio induia la producci6 d’'MCP-1, IL-8, MIP-1la i MMP-9 en cel-lules
bronquioalveolars BALF.
Hi ha altres llocs potencials d’'uni6é a proteines amb dominis Sh2 o PTB en aquesta
regid, concretament 2 tirosines que es localitzen en I'ex6 12: la Tyr 506 (YSGD) i la
Tyr 547 (YMEP) (Alves et al., 1995).
Recentment s’ha identificat un probable domini SH2 d'unié per a Nck-2 en una
Tyr484 (YQEP) (Koo et al., 2006).
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5.2.3. Regio 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 aix0, la cinética d’activacié del receptors domini
discoidina difereix de la resta de RPTK. L’autofosforilacié del domini tirosina quinasa
és lenta, s'inicia al cap de 2 hores d’unir-se al col-lagen i és maxima a les 18 hores.
Per contra, en la resta d’RPTK aquest procés de fosforilaci6 és immediat
(Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997).
El domini tirosina quinasa de DDR1 comparteix una serie de caracteristiques amb
els receptors de neurotrofines trkA/B/C: un gap d’'un aminoacid 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’autofosforilacié en la Tyr759 seguit d’'una altre Tyr, 11
aminoacids extra en una regi0 corresponent a un domini caracteristic de les
proteines c-Kit, PDGF i CSF-1 i 3 residus corresponents d’una insercié de 5 residus
(Leu-X-Ala-Val-X) del domini catalitic dels trk (Di marco et al., 1993). En aquesta
regido s’ha identificat també I'existéncia d’'una Tyr740 d’unié a Shp-2 (Koo et al.,
2006).
Les isoformes DDR1d i DDR1le no tenen activitat catalitica. Partint de la seva
estructura s’ha postulat que aquests receptors sense domini quinasa actuarien com
a repressors mitjancant la formacio d’heterodimers, i regularien aixi 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
aminoacids. Presenta un motiu d’unié LNTV per proteines amb dominis PDZ. En la
cua C-terminal de la isoforma DDR1d hi ha un motiu GAPV. En aquest motiu també
es poden unir proteines amb un o diversos dominis PDZ. Les proteines PDZ tenen
un paper clau en l'organitzacié dels receptors Eph i en la localitzacio HER2 (Lin et
al.,1999; Borg et al., 2000).
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5.3.DDR1i SNC

A part de certs estudis d’expressido de DDR1 en cervell huma 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 expressio incrementada en diferents tipus de cancers
cerebrals, els unics estudis que han analitzat més detalladament I'expressio de
DDR1 en el sistema nervids central s’han realitzat en models murins.
El primer d’aquests estudis el va realitzar Zerlin i col-laboradors I'any 1993,
observant expressio localitzada de DDR1 en diferents estructures de I'SNC durant el
desenvolupament embrionari i el postnatal. Concretament va observar durant el
desenvolupament embrionari que I'expressio de DDR1 es concentrava en les
cel-lules neuroepitelials de la zona ventricular. Aquesta expressio ja es manifestava
a I'inici de la neurulacié. En cervell adult de ratoli, 'expressio de DDR1 es localitzava
en cél-lules glials del cos callés, regions ventrals de I'hipotalem i el pons, entre
d’altres.
Sanchez i col-laboradors I'any 1994 van confirmar aquests resultats en cervell de
rata. Van analitzar I'expressi6 de DDR1 més detalladament mitjancant la técnica
d’hibridacié in situ, en diferents estadis del desenvolupament embrionari de 'SNC i
van trobar que: 1) en embrions de 12-13 dies (E12.5) [I'expressié de DDR1 es
concentrava en el prosencefal, romboencéfal, mesencéfal i medul-la espinal, 2) en
embrions de 15-16 dies (E15.5) aquesta expressié es concentrava en les zones
proliferatives ventrals i 3) en embrions de 17-18 dies (E17.5) I'expressié de DDR1
es trobava en regions més localitzades com el caudat, el putamen i la zona
ventricular del cortex cerebral del telencéfal, en el talem dorsal del diencéfal, en el
col-licle inferior del mesenceéfal i, finalment, en el cerebel i en les estructures dorsals
de la medul-la del prosencefal. En cap estructura del diencefal es va detectar
expressio de DDR1.
En cervell adult de rata va observar que la major expressié de DDR1 es trobava en
les regions de substancia blanca i va corroborar aixi els resultats obtinguts en ratoli
per Zerlin (Zerlin et al., 1993; Sanchez et al., 1994).
Bhatt i col-laboradors I'any 2000 van publicar I'inic estudi que fins a 'actualitat hi ha
sobre la funci6 de DDR1 en el cerebel de ratoli. Durant el desenvolupament
embrionari DDR1 és expressat per cél-lules granulars de la capa externa del cerebel
i la seva activacid per unié del col-lagen és essencial pels processos d’elongacio

axonal. L’expressié de DDR1 en les cél-lules granulars es manté en I'edat adulta, fet
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gue suggereix un probable paper de DDR1 en el manteniment i extensio de les
prolongacions axonals i regulacio de la formacio de sinapsis.

El nostre grup ha estudiat en detall l'expressi6 de DDR1 durant el
neurodesenvolupament del ratoli i en I'adult mitjangant técniques d’hibridacio in situ i
immunohistoquimica (Franco-Pons et al., 2006). Els resultats obtinguts amb
aquestes tecnigues concorden amb els estudis esmentats anteriorment. No obstant
aixo, es va observar en diferents estadis postnatals del cervell que I'expressio de
DDR1 segueix un patré espaciotemporal que se solapa al procés de mielinitzacio i
que aquesta expressidé €s maxima quan es produeix el pic en la mielinitzacié
postnatal. A més, es va identificar els oligodendrocits madurs com les cél-lules que
expressen DDR1 (Franco-Pons et al., 2006). Més tard, el nostre grup ha descrit una
variant nucleotidica o SNP del gen DDR1 (rs1049623) amb clara associacié amb
'esquizofrénia. Quan es va estratificar 'analisi per génere 'associacié entre 'SNP
rs1049623 i esquizofrenia existia només en homes (Roig B et al, 2007).

L’estudi d’expressio en cervell huma ha permés determinar que en les prolongacions
dels oligodendrocits que formen la mielina hi ha tant 'TRNAm com la proteina DDR1.
Hi ha un transport actiu dRNAm de DDR1 cap a les prolongacions dels
oligodendrocits que implica el reconeixement d’elements coneguts com a cis-acting
RNA elements per part de factors d’'unié6 d’'RNA trans-acting. Aquesta interaccio
resulta en la formacié d’un complex ribonucleoproteic (RNP) que és transportat amb
I'ajuda de proteines motores a través dels filaments del citoesquelet. Quan arriben al
seu desti els transcrits de DDR1 so6n alliberats, ancorats i traduits.

Paral-lelament, s’ha vist que la isoforma DDR1b en cervell huma s’expressa en
I'endoteli de vasos sanguinis i que en el soma d’alguns astrocits i oligodendrocits
també s’expressa DDR1.

En estudi cas—control analitzat per RT-PCR quantitativa mostra que les isoformes de
DDR1 presenten una expressio especifica i diferencial en el cervell huma. D’aquest
estudi, s’han identificat la isoforma a i c de DDR1 com les isoformes implicades en el
procés de mielinitzacio i s’ha observat una menor expressio d’'RNAm de DDR1 total,
MAG i OLIG2 en pacients esquizofrénics enfront els seus controls, tot i que no s’ha

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

Com ja s’ha comentat repetidament en capitols anteriors, I'inic 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 esta implicat en:

1.

Diferenciacié cel-lular de monocits a macrofags o cel-lules dendritiques
(Matsuyama et al.,, 2003; Matsuyama et al., 2004), aixi com ja s’ha
comentat préviament, en I'elongacié axonal de les cél-lules granulars del
cerebel (Bhatt et al., 2000).

Processos de proliferacio i adhesio cel-lular: El col-lagen és un modulador
de la proliferacié de les cél-lules musculars llises 0 mesangials. S’ha vist
qgue cel-lules mesangials aillades del ratoli deficient per a DDR1 i
estimulades amb col-lagen redueixen drasticament la seva capacitat
d’adhesid, en part a causa d’'una menor activitat de les MMP-2 i MMP-9 en
comparacié6 amb les cél-lules normals. Contrariament, les cel-lules
mesangials aillades de ronyd presenten una major proliferacid en aquests
ratolins deficients per a DDR1 (Hou et al., 2001; Curat i Vogel., 2002; Hou
et al., 2002).

Processos de migracio cel-lular: Les cél-lules mesangials aillades del ratoli
deficients per DDR1 presenten una menor capacitat de migraciéo (Hou et
al., 2002). La migraci6 dels leucocits requereix d’'una interaccié coordinada
amb la matriu extracel-lular. La isoforma DDR1a promou la migracié dels
leucocits en una matriu tridimensional de col-lagen. La isoforma DDR1b
sembla que actuaria de forma contraria, d’inhibidor d’aquesta migracio
(Kamohara et al., 2001).

Processos de degradacié de la matriu extracel-lular: L’activacio de DDR1
per unio al col-lagen activa les metal-loproteinases MMP-2 i MMP-9 (Hou
et al., 2001; Hou et al., 2002; Matsuyama et al., 2005a; Matsuyama et al.,
2005b). La sobreexpressio de DDR1 en diferents cancers esta associat a
la invasio de les cél-lules tumorals a causa d’'una maijor activitat d’aquestes
metal-loproteinases.

Produccido de quimioquines com la MCP-1, IL-8 i MIP-aa a causa de
I'activacio del receptor per col-lagen en els macrofags alveolars durant els

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

El desenvolupament del cervell té dues grans etapes, la neurogénesis (naixement,
proliferacio, migracié i diferenciacié de les neurones) que acaba poc després del
naixement i la gliogenesi (naixement, proliferacio, migracio i diferenciacié de les
cel-lules glials entre les que hi ha els oligodendrocits) que s’estén fins I'edat adulta i
que té lloc en forma de tres grans onades (a la infantesa a I'adolescéncia i a
'entrada de I'etapa adulta). En concret el desenvolupament de la mielina produida
pels oligodendrocits. L’esquizofrénia debuta precisament en les etapes de
mielinitzacio (adolescéncia i inici de I'etapa adulta). Per tant alteracions genétiques
en proteines clau de la mielinitzacié6 poden formar part del component genetic de
susceptibilitat per 'esquizofrénia.

El receptor domini discoidina 1, DDR1, és una proteina involucrada en el procés de
mielinitzacié i variants en el seu gen s’associen amb l'esquizofrénia. Per tant
aquestes variants en el gen DDR1 poden provocar alteracions en la formacié i el
manteniment de la mielina que s’associen amb les alteracions funcionals

caracteristiques de I'esquizofrénia.

Hipotesi especifica de la tesi

El receptor DDR1 s’expressa en oligodendrocits madurs paral-lelament a d’altres
proteines de la mielinitzacié com la MBP.

Quan falta DDR1 el procés de mielinitzacié s’altera. Per tant els ratolins deficients en
DDR1 que aparentment tenen una arquitectura cerebral normal han de respondre

deficitariament qual se’ls sotmet a desmielinitzacié experimental.
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Aquesta tesi doctoral té per objectiu general determinar la implicacié de DDR1 en el
procés de mielinitzacid. Amb aquest suposit 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/remielinitzacié induit per
cuprizona durant el segon periode de remielinitzacio.

» Estudi 2. Avaluar la conducta del model muri de des/remielinitzacio induit per
cuprizona i determinar les mesures morfometriques del gruix de la beina de
mielina i de I'axé en els ratolins deficients per DDR1.

» Estudi 3. Analitzar I'expressio de DDR1 i altres proteines de mielina quan les

cel-lules oligodendroglials HOG16 s6n sotmeses a diferenciacio.
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4.1.Material

L’estudi va ser aprovat per la Comissid d’Investigacié de I'Hospital Psiquiatric
Universitari Institut Pere Mata, pel Comité Etic d’experimentacié 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 finangats pel
Stanley Medical Research Institute pels projectes 03R392 i 05R896

4.1.1. Mostra de I’estudi 1

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

4.1.2. Mostra de I'estudi 2
En aquest cas es van utilitzar 32 ratolins, la meitat dels quals fou de la varietat
knock-out per DDRL1 i la resta procedents de la soca C57BL/6J, tots ells mascles.
Els exemplars knock-out per DDR1 es van generar per I'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 I'estudi 3
Els especimens amb que es va treballar van ser la linea cel-lular oligodendroglial
HOG16, cedida per Eucellbank (Departament de biologia cel-lular, Universitat de
Barcelona, Espanya) i amb el permis del Dr. G. Dawson (Universitat de Chicago,

Estats Units d’América).

4.2.Antecedents
4.2.1. Model de desmielinitzacio i remielinitzacié per DDR1 +/+

En el projecte DDR1 (FIS Pl020498) ja varem realitzar un experiment de
desmielinitzacié/remielinitzacio en ratolins per administracié de cuprizona 0.2%. En
aquell experiment varem explorar I'expressi6 de DDR1 per hibridacié in situ,
immunohistoquimica i per RT-PCR. Simultaniament es va fer una avaluacié del
comportament dels ratolins ja que en la literatura no existia cap estudi descrit. Els
resultats de I'experiment es recullen en dos articles ja publicats (Franco-Pons et al.,
2006 i Franco-Pons et al., 2007).

En sintesi varem observar un augment de I'expressio de DDR1 en oligodendrocits

mielinitzants a partir de la 3-4 setmana de tractament amb cuprizona i un retorn a la
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normalitat en I'expressié de DDR1 després de 6 setmanes d’alimentacio dels ratolins
amb dieta normal. Pel que fa al comportament es va observar un augment de
I'activitat en les primeres setmanes (3-5 setmanes de tractament amb cuprizona) i
uns déficits 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 'experiment. Per altra banda, repetint I'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 seguents
objectius:
= Valoracio setmanal de: ingesta solida i liquida, pes.
= Afinar en les proves de comportament, concretament en la valoraci6 dels
parametres: explorar el déficit d’ inhibicié (amb el test de dos compartiments);
confirmar activitat i ansietat (open field); locomocié (rota-rod i emprentes al
caminar) i coordinacié motora (amb el test body suspension).
= Determinar si aquells animals que després d’abandonar la dieta amb
cuprizona i rebre dieta estandard durant 20 setmanes presenten diferencies

significatives en quant al seu comportament respecte als animals control.

4.2.2. Model de desmielinitzacio i remielinitzacié per DDR1 +/+i -/-

Partint dels resultats obtinguts en els dos estudis de neurocomportament realitzats
en el model muri tractat en cuprizona al 0,2% (Franco-Pons et al., 2007) vam decidir
seguir amb aquesta linea d’'investigacié per tal d’avaluar quins déficits conductuals
presentaven els ratolins de la varietat knock-out per DDR1.
En una primera fase, es va provocar la desmielinitzacio dels ratolins knock-out per
DDR1 mitjancant el subministrament de cuprizona al 0.2% a través de la dieta. En la
segona fase de lI'experiment es va voler comprovar si la remielinitzacié s’assolia
substituint la dieta amb cuprizona per una dieta de manteniment convencional. Aixi
doncs els objectius que ens vam marcar en aqguest estudi van ser:

= Determinar la ingesta solida, liquida i el pes periddicament.

= Valoraci6 de parametres neuroconductuals com l'ansietat i el déficit d’

inhibici6 (amb el test de dos compartiments), locomocié (emprentes al
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caminar) i coordinaci6 motora (amb el test body suspension). Fer una
valoracio general de 'estat de I'animal (amb el test FOB).
= Valorar a nivell histologic si I'animal knock-out per DDR1 és capa¢ de

remielinitzar i mantenir la integritat de 'axé.

4.2.3. Diferenciacio de la linea cel-lular oligodendroglial HOG16
En un estudi previ, es va corroborar tant a nivell proteic com d’'mRNA que I'expressio
de DDR1 estava estretament lligada amb el procés de mielinitzaciéo post natal en
ratoli, 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 proteines en el procés de
mielinitzacié. Per aquest motiu vam creure convenient centrar-nos en ['estudi
qualitatiu (per immunohistoquimica de fluorescéncia) i quantitatiu (per RT-PCR
quantitativa) de DDR1 en I'estadi previ a la mielinitzacié i en I'estadi mielinitzant dels

oligodendrocits.

4.3.Disseny experimental
4.3.1. Disseny experimental estudi 1

L’administracié oral de 0.2% de cuprizona en ratolins de la soca C57BL/6J de 8
setmanes d’edat provoca una toxicitat als oligodendrocits que moren i com a
consequéncia es produeix una desmielinitzaci6. Si després de 6 setmanes
d’administracioé de cuprizona es retorna els animals a dieta normal es recuperen i re-
mielinitzen els axons desmielinitzats. El primer pic de re-mielinitzacié es dona entre
les setmanes 4-5 de I'experiment i el segon pic entre les setmanes 8-9. El model
esta molt ben descrit ( Matsushima i Morell et al., 2001; Franco-Pons et al., 2009).
En el moment del lliurament per part del proveidor (Harlan laboratoris, Espanya), els
144 ratolins de la soca C57BL/6J mascles tenien 6 setmanes d’edat. Es van tenir
dues setmanes en adaptacié (quarantena) i s’inicia I'experiment tan bon punt els
animals van tenir 8 setmanes d’edat. Tots aquests, al comencament de I'experiment
tenien una mitjana de pes de 23 + 3g. Van ser apropiadament identificats (Figura 8) i
distribuits en 12 animals per caixa segons el seu pes i el tipus de tractament que

havien de seguir.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO DEL RECEPTOR DOMINI DISCOIDINA 1 (DDR1) EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS
MODELS EXPERIMENTALS

Jordi Tomas Roig

1sBN: 978-84-693-ss-ALGNIALLMEetades

7y 7%, 79, 7.
7y 5 2% 75
775 T T

Figura 8. Identificacio dels animals en les caixes. Es mostra diferents combinacions de talls i
forats que es van fer amb la finalitat de facilitar I'identificacié dels ratolins.

Els grups control (CO, C1, C2, C3, C4 i C5) van rebre dieta estandard 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
substituida el dia 42 del protocol experimental per dieta estandard durant 2 (T3), 4
(T4), 5 (T5) i 20 setmanes (T6). El grups CO, C1, C2, C3, C4 i C5 van ser alimentats
amb dieta estandard durant 0, 3, 6, 8, 10 i 12 setmanes respectivament. Un resum

d’aquest protocol es mostra a la taula 1 2.
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T (setmanes) (0 (1 |2 |3 (4 (5 |6 |7 [8 |9 |10 (12 |26

Tractament

Comportament| X [ X | X | X [ X [ X | X | X | X [ X | X X X

(Nivell 1)

Comportament X X X X X
(Nivell 2)

Sacrifici X X X X X X X
(Teixits)

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 solida, liquida i el pes dels ratolins (Nivell 1 de comportament). En les
setmanes 3, 6, 8, 10, 12 i 26 es va fer la valoraci6 de parametres comportamental com
'ansietat, inhibicié, activitat, coordinacié motora, locomocié i estat general de I'animal (Nivell
2 de comportament). Els sacrificis es mostren amb una X de color vermell.

Setmana |0 1 |2 |3 4 |5 |6 7 |8 9 (10 (12 (26

Control 12 12 12 12 12 | 12

ractat 12 12 12 12 | 12 | 12

Taula 2. Distribucié dels animals en funcié 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 neurobiologiques.

4.3.2. Disseny experimental estudi 2
Un total de 36 ratolins de vuit setmanes d’edat van ser propiament 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 estandard 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 I'tltima setmana. Es va escollir la setmana 8 perqué coincideix amb
el segon pic de remielinitzacid6 (Matsushima i Morell, 2001). La figura 9 mostra

'esquema general del protocol aplicat en aquest cas.
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’ Tests de comportament

B&W I
FOB, BS, | |
Sacrifici % % %

|

’Desmielinitzacié ‘

]
Remielinitzaci6 I:l

’Temps (setmanes) ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2 0 2 4 6 8 10 12

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
estandard. Els tests de comportament es van dur a terme setmanalment en el cas de la
bateria d'observacio funcional (FOB), suspensio corporal (BS) i petjades (). El test dels 2
compartiments (B&W) es va fer un sol cop i coincidint amb el segon pic de remielinitzacié (8°
setmana). Els sacrificis es van programar per les setmanes 0, 8i 12.

4.3.3. Disseny experimental estudi 3
Les cel-lules van créixer en una placa de 6 pous amb medi de creixement (MC) i
quan es va assolir una confluéncia del 50%, aquestes cel-lules es van dividir en 2
grups. La meitat dels pous van continuar creixent amb MC mentre que en laltra
meitat el medi de creixement va ser substituit per medi de diferenciacié (MD). Les
cel-lules es van incubar en un ambient humit, a 37°C i 5% de CO,. Per la composicio
d’ambddés medis (Taula 3) es va seguir el protocol utilitzat per Buntix i col-laboradors
(2003). Després de 48 hores d’incubacio, s’extragué el medi de cultiu i les cél-lules
es van dissoldre amb tampoé 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 Us d'una Lab-Tek Il chamber slide system (Nunc, Roskilde, Dinamarca).
Després de 48 hores d’incubacio, a I'igual que en el cas anterior, el medi de cultiu es
va extraure i les cel-lules es van fixar. La figura 10 mostra el protocol que s’ha seguit.
En aquesta linea cel-lular es va descartar la presencia de micoplasmes amb el kit

comercial EZ-PCR Mycoplasma (Biological Industries).
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Linea cel-lular oligodendroglial HOG16

Medi de Creixement

Medi de Diferenciacio

*DMEM alt en glucosa (Gibco)
*10% serum fetal bovi (Hyclone)
*50 U/ml penicil-lina (Gibco)

*50 mg/ml estreptomicina (Gibco)

*DMEM alt en glucosa

¢0,05% serum fetal bovi

*30 nM triiodothironina (Sigma)

*30 nM seleni (Sigma)

0,5 pg/ml insulina (Sigma)

*50 pg/ml transferrina (US Biological)
*50 U/ml penicil-lina

*50 mg/ml estreptomicina

Taula 3. Composicio dels medis de cultiu. Pel cultiu de la linea cel-lular oligodendroglial
HOG16 es va utilitzar medi de creixement per incrementar la poblacié d’oligodendrocits pre-
mielinitzants i quan es va assolir una confluéncia del 50%, aquestes cél-lules van créixer
amb medi de diferenciacid, el qual va permetre que els oligodendrdcits pre-mielinitzants
s’activessin i evolucionessin a oligodendrocits madurs mielinitzants.

| Linea cel-lular HOG16 |

Descongelacié i cultiu amb medi

! t=0
de creixement
| =
“ S
Cultiu amb medi de creixement Cultiu amb medi de creixement
,—|—| t=4 ,—'—| t=4
Fixacié amb Cultiu amb medi (X X ) ®*oe e
paraformaldehid diferenciacio | |
2X 2X ,—|—|
| | Cultiu amb medi de creixement
HQ1 t=6
Eixacié amb Cultiu amb medi Cultiu amb medi de diferenciacio
paraformrldehid diferenciacio
t=6
IHQ2 Fixacio amb m
t=7
paraformaldehid _’
IHQ 3 RT-PCR 1 t=7
RT-PCR 2

Figura 10. Esquema del procediment metodologic seguit en el cultiu de la linea cel-lular

HOG16.

Es va estudiar la diferenciaci6 d’aquest llinatge cel-lular

mitjangant la

immunohistoquimica de fluorescéncia (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 injeccio intraperitoneal de ketamina (80
mg/kg) i xilacina (10 mg/kg) dissolt amb tampd sali al 0,9%. Posteriorment els
animals es van perfondre amb paraformaldehid al 4% (PFA). Els cervells dels
ratolins es van extreure utilitzant eines quirdrgiques. L’hemisferi dret és va tallar en
seccions de 2 mm i es va emmagatzemar a -80°C. Finalment, aquestes seccions es
van postfixar en glutaraldehid al 2,5%, més tard es van processar amb tetraoxid
d’osmi al 1%, deshidratats amb una bateria d’alcohols i immbibits amb resina epoxy.
Del cos callés per microtomia es van obtenir talls semifins que es van tenyir amb
blau de toluidina per ser analitzats al microscopi optic (Nikon Eclipse 600, Barcelona,
Espanya) i per altra banda, es van obtenir talls ultrafins d’aquesta mateixa
estructura, que despres de ser tenyits amb acetat i nitrat d’'uranil van ser examinats a

60 kV al microscopi electronic de transmissio (JEOL JEM-1011, Tokio, Japo).

4.4.2. Mesures del gruix de mielina i el diametre de I’axé
Talls semifins procedents del cos callés van ser analitzades amb el microscopi optic
(Nixon Eclipse 600). Un total de 100 axons mielinitzats per animal (3 animals per
grup experimental) van ser morfométricament mesurats a 100 augments mitjancant
el software AnalySISTM (Soft Imaging System, Minster, Alemanya). Es van prendre
mesures de les diagonals horitzontals (h) i verticals (v) considerant la globalitat axo i
beina de mielina (T) i unicament I'axd (A). Aquestes mesures les van realitzar dos
observadors cecs. El gruix de la beina de mielina es va calcular com la diferéncia
entre 'area total (T=n x ht/2 x v1/2) i 'area de 'axd (A=n X ha/2 x va/2) i els valors es

van representar com pm? (95%Cl).

4.4.3. Tests de comportament
L’estudi | i Il d’aquesta tesis es van portar a terme amb la col-laboraci6 de I'equip de
la Dra. Maria Teresa Colomina (grup de Toxicologia i Salut Ambiental de la
Universitat Rovira i Virgili). Un observador cec va ser I'encarregat d’executar els tests
de comportament animal. Els animals es trobaven exposats a cicles de 12 hores de
llum, aillats i en una habitacié d’accés restringit. Setmanalment, als animals se’ls
passava la bateria d’observacio funcional (de I'anglés functional observation battery,

FOB), el test del camp obert (de l'angles open field), el test de coordinacié i
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aprenentatge (de I'anglés rota-rod), el test de suspensio corporal (de I'anglés body
suspension) i el test de les petjades (de I'anglés imprinting). Als animals se’ls va
avaluar un sol cop pel test dels dos compartiments (de I'anglés black and white

compartment test).

4.4.3.1. Bateria d’observaci6 funcional (FOB)
Aquest test originalment va ser dissenyat per avaluar els efectes neurotoxics 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 nervids central. Al principi de I'analisi es va
valorar l'estat del ratoli en la caixa on es va observar I'estat general d’alerta i
postura. Es va extraure el ratoli de la seva gabia i es va posar sobre la ma de
'observador per puntuar la reactivitat a la manipulacié i observar el seu aspecte
general. Posteriorment, es va observar el ratoli en una caixa blanca exploratoria
(60cm x 90cm), per tal d’analitzar conductes que reflexen la activitat del sistema
nerviés central com la postura i la normalitat o anormalitat de la mateixa, la mobilitat,
la preséncia de moviments tonics o clonics, el nombre de aixecaments verticals
sobre les seves extremitats posteriors (de I'anglés rearings) i conductes de neteja
(de I'anglés grooming). En la caixa blanca exploratoria es van anotar el nombre de
miccions i defecacions com a indicadors del funcionament del sistema nervios
autonom, la facilitat o dificultat per treure I'animal del recinte (indicador de reactivitat
o excitabilitat del sistema nervids) i la resposta a estimuls sensitius com la capacitat
de resposta de I'animal al contacte i al soroll. Es van valorar com indicadors del
funcionament motor la capacitat de I'animal per donar-se la volta quan aquest es
col-loca sobre la seva espatlla, la capacitat de subjecci6 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’algada. ElI camp té
dues zones definides, la periféria (correspon a I'area que es troba a 15 cm de la
paret) i I'area central (la resta d’area de la caixa). Els ratolins es col-locaven en el
centre del quadrat a l'inici de I'experiment. Durant I'execucid del test, els animals es

podien moure lliurement a través de I'open field i el temps donat per explorar-lo era
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de 15 minuts. El recorregut de I'animal i el nombre de rearings va ser enregistrat
amb una video camera (model Sony CCD-IRIS) situada sobre el quadre i
connectada al programa de video Ethovision® de Noldus Information Technologies
(Wageningen, Paisos Baixos).

La defecacio i la distancia recorreguda en el centre del quadrat es van analitzar com

una mesura de I'ansietat (DeFries et al., 1974; Torrente et al.; 2005)

4.4.3.3. Coordinacié motora i aprenentatge (“rota-rod”)

La coordinaci®6 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 I'equilibri i la coordinacio del ratoli. Els animals es valoraran en
2 dies consecutius: el primer dia servira perqué I'animal aprengui la tasca (Assaig
d’aprenentatge) i el seglent dia correspon al test (Assaig del test).

Assaig d’aprenentatge: 2 trials de 120 segons a una velocitat constant de 16 rpm. El
ratoli t& un interval de 30 minuts entre ambdés trials per descansar. L’animal es va
situar en el cilindre rotatori amb un angle de 45° i a una velocitat constant de 16 rpm.
En cas que I'animal caigui, es para el crondmetre i quan es torna a col-locar I'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, I'observador apunta
el temps que tarda en caure I'animal per primer cop, les vegades que I'animal cau i
si realitza voltes senceres sobre el seu eix sense caure (de I'anglés flips).

Assaig del test: 1 trial de maxim 120 segons a una velocitat de 16 rpm i a una
acceleracié constant. En comencar I'avaluacid, es col-loca a I'animal damunt del
cilindre que roda a una velocitat de 16 rpm i amb una acceleracioé constant. La prova
finalitza al cap de 120 segons o quan l'animal cau. En aquest cas, I'observador ha

d’apuntar el temps que I'animal ha aguantat dalt del cilindre.

4.4.3.4. Suspensio corporal (“body suspension”)
Els animals van ser suspesos per les seves extremitats anteriors amb una goma
elastica per posteriorment mesurar el temps que aquests trigaven en soltar-se i
caure. En un segon assaig es va quantificar I'is de les extremitats posteriors
utilitzant una vareta de fusta de 4 mm de diametre que permetia una millor subjeccié
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 posicié del cos
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(Metz et al., 2004). L’'observador havia d’anotar si I'animal era capac¢ 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 capag d’utilitzar-ne ninguna.

4.4.3.5. Petjades (“imprinting”)

L’analisi de les petjades va ser descrit per primer cop per De Medinaceli et al.
(1982). El test va permetre avaluar la coordinacié de les extremitats i el suport del
pes corporal. La superficie 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 direccié de les petjades en linea. Una série d’
almenys 6 petjades consecutives van ésser enregistrades per cada sessio per tal de
determinar els valors mitjans de la longitud del pas. La longitud del pas comprenia la
distancia entre el centre de la petjada de dos pases consecutives de cada costat del
cos. Addicionalment, per tal d’avaluar la coordinacio de les extremitats, la distancia
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'aversid innata dels rosegadors als llocs
il-luminats i al seu comportament exploratori en resposta a agents estressants com
seria un ambient lluminés (Crawley and Goodwin, 1980). Els parametres avaluats
van ser el temps de laténcia per entrar al compartiment lluminés, el nombre de
vegades que el ratoli creuava del compartiment fosc al clar i el temps en que I'animal
s’hi estava al compartiment clar. Aquest test és una bona mesura de l'ansietat del
ratoli. Obstant, degut a la capacitat d’aprenentatge dels ratolins, aquest test

solament es pot aplicar un sol cop.

4.4.3.7. Immunohistoquimica de fluorescéncia
Les cel-lules eren rentades en tampo fosfat sali (PBS), fixades amb paraformaldehid
al 2% durant 30 minuts, permeabilitzades amb tamp¢ fosfat sali amb Triton X-100 al
0,005% durant 30 minuts més, tres rentats amb PBS i posteriorment s’elimina les
restes de PBS i es va deixar incubar a 4°C al llarg de tota la nit amb I'anticds primari
diluit amb PBS (sc532, dilucio 1:100; Santa Cruz Biotechnology, Madrid, Espanya).
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El seglent dia es va deixar temperar la mostra uns 30 minuts aproximadament i
seguidament es van fer tres rentats amb PBS per prosseguir amb I’ incubacié de
'anticos secundari obtingut de cabra amb especificitat per reconéixer I'anticos
primari obtingut de ratoli, i marcat amb FITC. Després de 30 minuts d’incubacio, les
cél-lules es van rentar 3 cops amb PBS per eliminar I'excés d’anticos secundari per

ésser observades al microscopi optic.

4.4.3.8. Aillament del RNAmM

El cultiu de les cel-lules es va aturar per addicié del tampé de lisi lliure de RNAases
(Applied Biosystems, Madrid, Espanya). Les mostres amb tampd de lisi es van
mantenir 1 hora a 4°C. L’obtenci6 del RNA es va dur a terme utilitzant I'aparell ABI
PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems, Madrid, Espanya).
L’RNA de les cél-lules es va extreure pel metode de Trizol (Invitrogen).

La concentracié i puresa del RNA es va estimar per espectrofotometria (absorbancia
260 nm/280 nm).

4.4.3.9. Quantificacié d’RNAm per RT-PCR a temps real

Amb 1 ug d’RNA total de cada mostra per retrotranscripcio es va obtenir el cDNA per
mitja de I' utilitzaci6 d’hexamers a l'atzar (de l'anglés random hexamers) i de la
transcriptasa reversa SuperScript Il Rnase H™ (Invitrogen, Barcelona, Espanya).
L’expressid del RNAm es va quantificar per PCR quantitativa per mitja de la
tecnologia TagMan en l'aparell ABI PRISM 5700 Sequence Detector System
combinat amb el sistema de I'assaig 5 nuclease (Applied Biosystems). Totes les
reaccions es van realitzar per triplicat usant 5 pl de cDNA en un volum final de 25 pl.
L’'RNAm de G3PDH va ser utilitzat com a control endogen. Els primers TagMan i les
sondes van ser especifics per huma: DDR1, APC, CNPase, MBP i MOBP. Els pre-
designed Assays on Demand utilitzats van ser els seglents: I' Hs00233612_m1 pel
gen DDR1, I' Hs00181051_m1 pel gen APC, I' Hs00263981_m1 pel gen CNPase, I
Hs00922788 m1 pel gen MBP i I' Hs00379220_m1 pel gen MOBP.

L’expressié ’RNAm per cada mostra es va calcular aplicant el métode 222 segons
les instruccions d’Applied Biosystems. La quantificaci6 de cDNA va realitzar-se
respecte al calibrador de la mostra control que pel métode 278ACt o5 va assignar

arbitrariament com 1.
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4.4.3.10. Analisi d’'imatge
Seccions representatives van ser analitzades amb un microscopi de fluorescencia
(Nikon Eclipse 600, Barcelona, Espanya) equipat amb una camera i filtres que van
permetre I'excitacié dels electrons de la molécula FITC (495/10 nm de longitud
d'ona).
Les estructures marcades amb FITC van ser digitalment fotografiades utilitzant
objectius de diversa magnificacié (x2 a x40, x100) després d’estar exposades a la
longitud d’ona excitatoria per FITC uns 40 segons, segons les instruccions del
software (AnalySISty sofware, Soft Imaging System, Minster, Alemanya).
Microfotografies de la regidé del cos callés van ser analitzades amb el microscopi
electronic de transmissié (JEOL JEM-1011, Tokio, Japs) a una magnificacié de 500 i
200 nm.

4.4.3.11. Analisi estadistica

Les comparacions de les mesures preses entre grups van ser analitzades pel test de
TANOVA o pel test T-student per dades no aparellades. El test de Tukey va ser
utilitzat per comparacions multiples de grups en el moment adequat. Els tests no
parameétrics van ser aplicats en el cas que no es complis el supodsit d’homogeneitat
de variancies (test de Krusckal-Wallis). Les variables categoriqgues van analitzar-se
per el test X

En l'estudi 2, TANOVA es va utilitzar per determinar I'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 significacid es va

assignar com p<0.05.
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5.1. ESTUDI 1.
Caracteritzacié conductual durant el segon periode de remielinitzacié de

ratolins tractats amb cuprizona al 0.2% durant 6 setmanes.

5.1.1. Antecedents

Tal com hem comentat en la introduccié d’aquesta tesis, DDR1 es troba en
oligodendrocits madurs i presenta els seus nivells més alts d’expressidé durant
'estadi de mielinitzacié post natal en ratoli (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, financat pel Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS, projecte P102-0498), on
varem realitzar I'experiment de desmielinitzacié/remielinitzaci6 en ratolins per
administracié de cuprizona 0.2%. Es va fer una avaluacié del comportament dels
ratolins ja que en la literatura no existia cap estudi descrit. Els resultats de
I'experiment es recullen en l'article signat per Franco-Pons i col-laboradors (2007) i
gue resumim a continuacio:

Es va utilitzar un conjunt de tests comportamentals: la bateria d’observacio funcional
(FOB), open-field test i el rota-rod test. S’observa que en l'inici de la desmielinitzacio
(32 i 42 setmana de tractament amb cuprizona al 0.2%), els animals mostraven un
increment en I'activitat del SNC i una inhibicié de la resposta ansidgena enfront a un
nou estimul. A les 5 setmanes de tractament, quan la desmielinitzacié és maxima,
I'equilibri dels animals es va alterar aixi com la reactivitat sensoriomotora. A més a
meés, l'analisi per rota-rod va demostrar que el grup tractat presentava un
deteriorament de la coordinaci6 motora respecte als animals control. Després de
finalitzar I'administracié per via oral de cuprizona al 0.2% (62 setmana) els animals
van rebre dieta estandard fins a les 12 setmanes, moment en el que s’avalua el
comportament dels animals i es va poder confirmar que aquests encara presentaven

deficiéncies motores.

5.1.2. Objectius
Partint dels resultats que anteriorment hem descrit, ens vam plantejar els seguents

objectius:
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1. Avaluar el comportament dels animals en el periode posterior a interrompre el
tractament amb cuprizona i durant el segon pic de remielinitzacioé (setmana 8
de I'experiment).

2. Ampliar el nombre de proves de comportament, per afinar amb més detall en
la valoraciéo de parametres com l'ansietat, el déficit d’ inhibicid, I'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 informacio possible sobre logistica abans d’aplicar aquest

model en ratolins deficients en DDR1.

5.1.3. Resultats

Evolucié del pes durant I’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 I'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 I'estudi
I'increment total del pes corporal fou de 121% pels controls i d’'un 118% per als
tractats amb cuprizona (la diferéncia entre els dos grups no resulta estadisticament

significativa).

Gruix i estructura de la beina de mielina

Es va escollir el cos callés com estructura de substancia blanca representativa per a
'estudi ultraestructural de la beina de mielina. Els resultats obtinguts amb el
microscopi electronic de transmissié 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 proporcié d’axons mielinitzats es manté
pero la capa de mielina té una aparenca més laxa i a més presenta punts de
discontinuitat (Figura 11, panells c i d). A la 6ena setmana de I'experiment mentre
I'animal ha estat alimentat amb cuprizona la proporcié 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 I'experiment, després de dues
setmanes sense administracié de cuprizona, s’observa una proporcid6 meés gran

d’axons mielinitzats i la mielina tot i que esta més compactada té una gruixaria
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inferior que en les controls (Figura 11, panell g). A la 10ena setmana experimental la
proporcido d’axons mielinitzats es similar a la dels animals controls. El gruix i la
compactacio de la mielina també sén 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 I'experiment I'aspecte de la mielina es similar al dels

animals controls (Figura 11, panells k-m).

Estructura dels axons

A la 3ena setmana de I'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 alteracié en els axons.
Per una banda existeix una alta proporcié d’axons desmielinitzats amb I'estructura
interna desorganitzada (com si estiguessin buits). Per altra banda es detecta en
molts d’aquests axons la preséncia de mitocondris gegants (Figura 11, panells e i f).
Dues setmanes després de retirar la cuprizona I'aparenca dels axons €s molt similar:
hi segueix havent pocs axons mielinitzats i els no milelinitzats son clars i amb
presencia de mitocondris gegants (Figura 11, panells g i h).

A la setmana 10 de I'experiment, quan els ratolins ja porten 4 setmanes alimentats
amb dieta normal, la majoria dels axons ja estan mielinitzats i tenen una aparenca
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 I'estructura de la mielina nosaltres encara observem
algunes alteracions, com la preséncia més abundant de mitocondris gegants, en
alguns axons a la setmana 12 i la setmana 20 de I'experiment (Figura 11, panells k-

m).
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Figura 11. Andlisis ultraestructural per TEM del cos calldés. Marcada desmielinitzacio a la
setmana 3 i a la setmana 8. Durant el pic de remielinitzacié (82 setmana), els axons
presenten una beina de mielina compactada i més prima que en la setmana prévia i
posterior al pic. El grup de 20 setmanes té un aspecte semblant al control. Les fletxes
indiquen la posicié de mitocondris gegants L’escala emprada és de 500 i 200 nm.
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Tests de comportament
Els parametres de comportament que van mostrar un resultat estadisticament
significatiu (p<0.05) per efecte del tractament amb cuprizona es mostren en les

taules , 5i 6. S’han obviat la resta de resultats per mostrar-ho de forma més clara.

Bateria d’'observacio funcional: functional observational battery —FOB-

Un total de 18 parametres van ser puntuats per determinar el comportament anomal
dels rosegadors, indicant una disfuncié del sistema nervids central o periferic. Els
resultats estadisticament significatius es mostren a la taula 4. Els ratolins tractats
amb cuprizona mostraven una menor activitat de neteja en la gabia 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 reaccio al contacte
respecte als seus controls (p<0.05). A les vuit setmanes el nombre d’aixecaments
verticals a la gabia 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 proporcido 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 I'experiment. A les dotze setmanes I'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 recuperacié (20 setmanes) s’observa una disminucié en la reaccié dels

animals al treure’ls de la gabia respecte els seus controls (p<0.05).
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Grup
Controls Tractats
Setmana Parametre Nivell de
significacié
Activitat neteja (gabia) 2.33+ 0.65 0.75+ 0.25 0.04
| Reacci6 al contacte 8/12 12/12 0.039
Aixecaments verticals 4.92+1.12 2.08£0.70 0.043
10 | Reaccio 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
| Reaccio al contacte 32/12 22/12 0.035
20 | Reaccio al treure’ls de la gabia 3/12 10/10 0.015

Taula 4. Diferéncies significatives entre grups en els parametres valorats per la bateria
d’observacié funcional (FOB). Només es mostren els resultats significatius (p<0.05).
Resultats expressats com mitjana + error tipic, excepte en les variables categoriques reaccio
al contacte, pantalla invertida i reaccié al treure’ls de la gabia, on els resultats s’han
expressat en frequéncies (nombre d’animals afectats/nombre total d’animals avaluats).

Test Suspensio corporal: body suspension

A la setmana 8 i 12 de l'estudi, els animals tractats amb cuprizona van mostrar un
deficit en la coordinacié muscular i habilitat per utilitzar les extremitats posteriors
(p<0.05). A la setmana 10 el tractament amb cuprizona va provocar una disminucio

de la forca de subjeccié 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 distancia 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 coordinacié motora i aprenentatge: rota-rod

A la setmana 3 els animals tractats amb cuprizona presentaven una disminucié de la
laténcia 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’observa 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’observa en el grup control (p<0.05). Els resultats per

aquest test es mostren a la taula 5.
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Grup
Controls Tractats
Setmana Test Parametre Nivell de
significacié
Laténcia caiguda al primer intent 0.049
d'aprenentatge 30.17£12.50 2.50+0.31
3 RR L:e\tenma caiguda al segon intent 57 42411.08 21.92+7.67 0.015
d’aprenentatge
Caigudes primer intent 4.75+£1.25 10.42+1.36 | 0.006
RR Caigudes primer intent 16.25+2.89  8.92+1.51 | 0.027
8 BS Coordinaci6 1.83 +0.11 1.25+0.18 | 0.012
IM Distancia entre pases 7.09+0.92 6.54+0.12 | 0.002
10 BS Forca de subjeccio 3.33+0.58 1.83+0.40 | 0.046
» BS Coordinacio 1.58 +0.19 0.91+0.16 | 0.015
IM Distancia entre passes 3.92+0.06 3.59+0.06 | 0.001

Taula 5. Avaluacié coordinacié motora pel test de la coordinacié motora i d’aprenentatge
(RR), el test de suspensio corporal (BS) i pel test de les petjades (IM). Només es mostren
els resultats significatius (p<0.05). Resultats expressats com la mitjana % error tipic. La
variable categorica coordinacié s’ha expressat com a freqiiéncia (puntuacié obtinguda al
test/nombre total d’animals avaluats).

Test dels dos Compartiments: Black and White compartment test

Els resultats per aguest test es mostren a la taula 6.El tractament amb cuprizona
comportava una disminucio 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
I'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 parametre laténcia 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 I'estudi no observem resultats estadisticament significatius.
Observem que durant I’ interval de temps compres 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 distancia recorreguda al centre i la distancia total
recorreguda sén 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 comput total, els grups tractats amb cuprizona
son els qui en fan menys (p<0.05; p<0.05; p<0.05; p<0.01, respectivament). En
aguesta mateixa setmana, el grup tractat amb cuprizona presenta els valors de la
distancia total recorreguda (p<0.05) i distancia total recorreguda al centre (p<0.05)
inferiors als valors obtinguts en els controls.

A la setmana 10 la relaci6 entre la distancia recorreguda al centre i la distancia total
recorreguda és superior en els tractats (p<0.05) en I’ interval de temps comprés
entre els 10 i 15 minuts.

En la setmana 12 els resultats estadisticament significatius s’observen en el primer
interval de temps (entre els 0 i 5 minuts). En el grup tractat, la frequéncia d’entrada al
centre és inferior (p<0.05), a l'igual que el temps que romanen al centre (p<0.05), la
distancia recorreguda al centre (p<0.05) i el nombre d’aixecaments verticals al centre
(p<0.05). La relacio entre la distancia 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 I'estudi Els resultats per aquest test es mostren a la taula 6.
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EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS

esultats
Grup
Controls Tractats
Setmana Test Parametre Nivell de
significacié
Frequencng d’entrades al 17.17+1.65 10.83+0.69 0.002
centre 0-5
Temps al centre 0-5’ 31.13+3.86 18.47+1.31 0.008
Distancia recorreguda al 567.08:62.31  328.67426.64 | 0002
centre 0-5
glstanma total recorreguda O- 3405.424246.05 2612.17+129.35 0.009
6 OF 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
Distancia total recorreguda 8973.20+448.09 7476.63+313.69 | 0.012
E;t?gua total recorreguda al 17,6 14416954  1304.45+104.30 | %037
Rearings totals 102.17+6.66 73.00+4.98 0.002
8 B&W (Iflr;trrades al compartiment 6.9240 50 5 1740 42 0.014
Entrades al compartiment 0.032
B&W  clar 5.42+ 0.50 7.08+ 0.53
10 :()zrgps enelcompartiment 1733, 467 175.75¢555 | %007
OF Distancia recorreguda 0.034
centre/total 10-15' 0.20+£0.13 0.25+0.21
Laténcia d’entrada 64.17+11.31 35.08+ 5.85 0.036
BaW (I:Elgtrrades al compartiment 517+ 0.37 7 25+ 0.74 0.022
fTOeSTpS enelcompartiment a5 50,678 165.83+388 | 007
Frequéncia d'entrades al 16.25+1.69 11.00+1.37 0.025
12 centre 0-5
Temps al centre 0-5’ 30.35+3.47 18.78+2.65 0.015
o  Distancia recorreguda al 454.00:44.28  312.41+38.33 | 0:0%4
centre 0-5
Rearings al centre 0-5’ 12.00£1.31 7.83+1.33 0.036
Distancia recorreguda 0.16+0.02 0.1240.01 0.047
centre/total 0-5
B&W Temps en el compartiment 186.50+6.78 157.10+8.83 0.014
20 fosc
OF Temps al centre 0-5’ 46.95+6.27 28.14+4.59 0.030

Taula 6. Avaluacio6 de I'ansietat de I'animal mitjancant 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 tipic.
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5.2.

ESTUDI 2.

Caracteritzacio conductal i estructura de la mielina en el ratoli deficient per

DDR1 i estudi de la seva capacitat de remielinitzacio.

5.2.1. Antecedents
Un cop establert al nostre laboratori el model de demielinitzacio-remielinitzacio per

administracio oral de cuprizona i establertes les pautes d’alteracié del comportament

dels ratolins sotmesos a aquest model, varem iniciar I'estudi seglent per avaluar

quins

déficits conductuals presentaven els ratolins deficients per DDR1 i com

responien a la desmielinitzacié causada per 'administracié de cuprizona.

5.2.2.
1.

Objectius

Estudiar morfomeétricament I'estructura de les fibres mielinitzades en el cos
callés com una area representativa de substancia blanca en el ratoli deficient
per DDR1.

Avaluar el comportament dels ratolins deficients per DDR1 i comparar els
resultats amb els obtinguts en els animals salvatges.

Estudiar morfométricament I'estructura de les fibres mielinitzades en el cos
callés en el ratoli deficient per DDR1 durant el procés de desmielinitzacio i en
la etapa de remielinitzacié.

Avaluar el comportament dels ratolins deficients per DDR1 durant el procés
de desmielininitzacio i en la etapa de remielinitzacio.

Comparar l'estructura de les fibres mielinitzades del cos callés en el ratoli
deficient per DDR1 amb l'estructura dels ratolins salvatges durant el procés
de desmielinitzacio i en la etapa de remielinitzacié.

Comparar les alteracions en el comportament del ratoli deficient per DDR1
amb el ratoli salvatge durant el procés de desmielinitzacié i en la etapa de

remielinitzacio
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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
I'estudi I'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 significacio
p<0.0001). Figura 12, panell B.

Tant els animals DDR1-/- controls com tractats presentaven al final de I'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 I'estudi.

35 1

Pes (9)

- DDR1+/+ Control
& DDR1+/+ Tractat

© DDR1-/- Control
8 DDR1-/- Tractat

2-1012 3 456 7 8 9101112
Temps (setmanes)
Figura 12. Evoluci6é del pes dels animals. El pes va ser mesurat setmanalment. Es mostren
els valors de les mitjanes sense la seva desviacié estandard per evitar confusions alhora

d’interpretar el grafic. ANOVA va revelar diferéncies estadisticament significatives segons
el genotip, tractament i temps (p<0.05).

Efecte del genotip sobre I’axé i la beina de mielina en el cos callés

La mida de I'axd va veure’s incrementada al transcurs de I'estudi en els ratolins
control DDR1+/+ amb una mitjana de 0.87 um2 a la setmana O fins assolir el valor de
1.52 um2 a la setmana 12, en decrement de la densitat dels axons (Figura 13, panel

a). Una marcada correlacié negativa (p=-0.7, P<0.05) entre la mida de I'axd i la seva

71E|
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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 I'axd, essent la mitjana a la setmana 12 de l'estudi més
petita que la dels seus homolegs 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
estadisticament 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 I’axé i la beina de mielina en el cos
callés

Tal i com era d’esperar, durant el segon pic de remielinitzacié (setmana 8) els
animals del grup tractat DDR1+/+ van exhibir una densitat de 'axd6 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 remielinitzacié 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 diferencies
estadisticament significatives respecte tots els parametres de mielina comparat amb
els animals DDR1+/+ tractats amb cuprizona ( mida de I'axd, 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 I' 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 remielinitzacié dels
axons. Un cop finalitzat el tractament amb cuprizona, els parametres de la mielina
van retornar a valors similars tant els grups control DDR1+/+ com en els grups
control DDR1-/- (setmana 12 de I'estudi).
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Figura 13. Area i densitat axonal i gruix de les fibres de mielina durant el procés de
remielinitzacio en el cos callés. A. Els grafics de la dreta i esquerra representen el calibre de
I'axd, la densitat axonal i gruix de la beina de mielina. Simbols representats per la mitjana
desviacio tipica. Linies continues amb cercles representen els DDR1 +/+ mentre que les
linees discontinues amb quadrats representen els DDR1-/-. El test T-Student va ser usat per
comparar les mitjanes entre genotips (diferéncies estadisticament significatives a *p<0.05) i
entre el tractat i el grup control (§p<0.05). Els valors area de I'axd, 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 morfomeétriques. B. Tinci6 amb blau de
toluidina de seccions semifines de fibres de mielina procedents del cos callés. La mostra es
va observar a 100X. DDR1-/- presenta un gruix de la mielina inferior i durant la
remielinitzacié induida als animals tractats amb cuprizona (82 setmana), aquests presenten
diferencies significatives amb els ratolins de la varietat salvatge.
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Tests de comportament

Test Bateria d’'observacio funcional: functional observational battery
Diferéncies entre DDR1-/- i DDR1+/+

Un total de 18 parametres van ser avaluats per analitzar I'estat general de I'animal.
En global es va observar un efecte del genotip en les diferencies observades pel
FOB (Taula 5). Els ratolins DDR1-/- mostraven alteracions en el caminar i deficits en
la coordinacid 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 62 setmana, els animals deficients per DDR1 mostraven
una davallada en la reacci6 per contacte (test de resposta al contacte, p<0.05).

Analisis quantitatius del FOB van mostrar també que el genotip influenciava en el
comportament. Animals deficients amb DDR1-/- tenien la tendencia 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 tendéncia d’incrementar el nombre d’aixecaments verticals quan s’observa
I'animal en la seva caixa: el grup DDR1-/- presenta diferéncies 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 I'animal es col-loca sobre la seva espatlla. ( p<0.05) 2) Hi ha
una davallada en la reaccié a la manipulacié a partir de la setmana 10 (p<0.05)
(Taula 5). Els animals DDR1-/- tractats van presentar efectes contraposats respecte
els DDR1-/- controls puntualment: diferencies estadisticament 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, 91 10 ( p<0.05) (Taula 5).

El tractament amb cuprizona en el grup DDR1+/+ fa decréixer [Iactivitat
d’aixecaments verticals i I'activitat de neteja, essent estadisticament 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).
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Es va utilitzar el test estadistic 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 I'estudi en el nombre d’aixecaments verticals i en
I'activitat de neteja a la gabia i a camp obert. No es van observar efectes per cap
dels parametres analitzats. El reduit nombre d’animals en que es va poder treballar

hauria de tenir-se en compte en vers els resultats obtinguts.
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Grup
Controls Tractats
Setmana Parametre Ddri+/+ Ddri-/- Ddr1+/+ Ddr1-/-
Pas 0/7 6/6%** - -
1 Abnormalitats al pas o/7 6/6*** - -
Pantalla invertida a/7 6/6** - -
Pas 217 5/6* 1/7 5/6
5 Abnormalitats al pas 1/6 5/6* 1/7 5/6
Pantalla invertida 3/6 6/6* 3/7 5/6
Capacitat per adregar-se 1/6 3/6 o/7 0/6*
Pas 0/7 6/6** o/7 6/6
3 Abnormalitats al pas or7 6/6*** o/7 6/6
Pantalla invertida 217 5/6* o/7 4/6
Pas 0/7 6/6** o/7 6/6
4 Abnormalitats al pas o7 6/6*** or7 6/6
Pantalla invertida 1/7 4/6* o/7 4/6
Pas 0/7 6/6** 1/7 6/6
Abnormalitats al pas or7 6/6*** 1/7 6/6
5 Movilitat 0/7 3/6* 17 5/6
Pantalla invertida 1/7 5/6* or7 5/6
Capacitat per adregar-se o/7 4/6* o/7 3/6
Pas 0/7 6/6** o/7 6/6
Abnormalitats al pas o/7 6/6*** o/7 6/6
6 < reacci6 al contacte 0/7 3/6* 0/7 3/6
Movilitat 0/7 1/6* o/7 6/6
Capacitat per adregar-se 0/7 3/6 217 5/6*
Pas 0/7 6/6** o/7 6/6
Abnormalitats al pas 0/7 6/6%** o/7 6/6
5 < reacci6 al contacte 0/7 4/6** 17 4/6
Capacitat per adregar-se 0/7 5/6** a/7* 6/6
Movilitat 0/7 1/6 o/7 6/6*
miccions (camp obert) 1/7 3/6 217 o/6*
Pas 0/6 6/6** 1/7 6/6
8 Abnormalitats al pas 0/6 6/6** 0/6 6/6
< reacci6 al contacte 0/6 5/6%* 17 4/6
Pas 0/6 6/6** 0/7 6/6
9 Abnormalitats al pas 0/6 6/6** o/7 0/6
< reacci6 al contacte 0/6 5/6** 17 3/6
Movilitat 0/6 0/6 o/7 3/3*
Abnormalitats al pas 0/3 4/4% 0/4 4/4
10 < reacci6 al contacte 0/3 4/4x* 2/4 4/4
W reaccié a la manipulacio 0/3 1/4 3/4* 3/4
Movilitat 0/3 0/4 0/4 3/4*
Abnormalitats al pas 0/3 3/3* 0/4 4/4
11 < reacci6 al contacte 0/3 4/4* 1/4 4/4
W reaccié a la manipulacio 0/3 1/4 3/4* 3/4
Pas 0/3 4/4* 0/4 4/4
12 Abnormalitats al pas 0/3 4/4% 0/4 4/4
< reaccié al contacte 0/3 4/4* 0/4 4/4
W reaccié a la manipulacio 0/3 1/4 3/4* 4/4

Taula 5. Analisis qualitatius per I'FOB. Resultats expressats com el nombre d’animals
afectats/ nombre d’animals assajats. Amb negreta els resultats significatius. El grau de
significaci6 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 Parametre Controls Tractats
Ddrl+/+ Ddr1-/- Ddrl+/+ Ddr1-/-
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
Rearings (caixa) 457+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
Rearings (caixa) 1.33£1.33 5.75+0.48* 1.75+1.43 0.750.75**
12

Groomings (camp obert)  2.33+0.33 1.25+0.25* 1.25+0.25* 0.75+0.48

Taula 6. Analisis quantitatius per 'FOB. Resultats expressats com la mitjana * desviacio
estandard. Amb negreta els resultats significatius. El grau de significacié 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 Suspensio corporal: body suspension
Diferéncies entre DDR1-/- i DDR1+/+

Es va detectar novament, I'efecte del genotip en les diferéncies observades en
aquest test: forca de subjeccio (Taula 7, p<0.001) i en la coordinacié muscular (Taula
7, p<0.001). Els ratolins deficients en DDR1 presentaven una forca de subjeccio i

coordinacié 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 forga de subjecci6 a l'igual
gue la coordinacié muscular, a partir de la tercera setmana en els animals DDR1+/+,
tot i que aquestes diferencies van ser estadisticament significatives en la setmana 3
per la forca de subjeccidé (p<0.05) i en la setmana 7 per la coordinacié muscular
(p<0.05). El tractament en cuprizona no va afectar el comportament en els ratolins
DDR1-/- (Taula 7).
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Grup
Controls Tractats
Setmana
Ddr1+/+ Ddr1-/- Ddr1+/+ Ddr1-/-
Forca de subjeccié 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 4.000.31 1.5040,22%* 2.71+0.28* 2.00%0.26
4 3.57+0.37 1.33+0.21%* 2.57+0.43 1.330.21
5 4.57+0.81 1.17+0.17%* 3.000.49 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* 2.430.43 1.00%0.00
8 3.83+0.87 1.00+0.00* 3.14+1.01 1.170.17
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

Coordinacié 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 Suspensié Corporal. Resultats expressats com la mitjana * desviacio
estandard. Amb negreta els resultats significatius. La for¢ca de subjeccié en les extremitats
anteriors és el temps que el ratoli va estar suspés sobre una goma elastica. La coordinacio
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 significacié 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
influéncia significativa del genotip sobre: 1) la longitud del pas gran, distancia
mesurada entre la base central del peu de 2 petjades consecutives de cadascun dels
constats ; 2) la distancia entre la base central del peu en les extremitats anteriors i
posteriors; 3) coordinacié de les extremitats, mesurat com la distancia 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

I'execucio del test.

d

Y %%
ety oo ®
®
iial
3
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b -
DDR1+/+ DDR1-/-
Longitud del pas gran
al 6.85 +0.11 6.32 + 0.10*
a2 6.49 £ 0.16 5.53 + 0.12**
Coordinaci6
bl 3.50+0.13 3.25+0.88
b2 3.94+0.73 3.61 +£0.87*

Figura 14. Analisi 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 (al i bl) i la coordinacié motora (a2 i b2) van
ser mesurats tal i com es descriu en la seccié de material i métodes d’aquesta tesis. B.
Resultats expressats com la mitjana + desviacio estandard. Amb negreta els resultats
significatius Els animals DDR1-/- presentaven una longitud del pas més curta i una pitjor
coordinacié respecte els DDR1+/+ (**p<0,01 i ***p<0,001, respectivament). No es van
apreciar efectes de la cuprizona i del pes en I'execucié d’aquest test.
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Test dels dos Compartiments: Black and White compartment test
Diferencies entre DDR1-/- i DDR1+/+

Els ratolins DDR1-/- van invertir més segons per entrar en el compartiment clar

(laténcia 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 homolegs 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 laténcia d’entrada al
compartiment clar (p<0.05) i aquest efecte fou més acusat en els ratolins DDR1-/-
(p<0.001, en la interacci6 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
gue va permetre determinar que aquest parametre estava influenciat pel genotip
(p<0.001), el tractament per cuprizona (p<0.05) i la interaccié 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 interaccié 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). Agquest Ultim
resultat esta en concordanga 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 laténcia 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 significacié a p<0.05. Les lletres sobre les barres indiquen diferéncies
estadisticament significatives entre els grups.
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5.3. ESTUDI 3.
El receptor domini discoidina 1 es troba sobre expressat durant la

diferenciaci6 de la linia cel-lular oligodendroglial HOG16

5.3.1. Antecedents

En un estudi previ, es va corroborar tant a nivell proteic com d’mRNA que I'expressio
de DDR1 estava estretament lligada amb el procés de mielinitzacio post natal en
ratoli, 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 contribucié de DDR1
en el procés de mielinitzaci6 emprant un model cel-lular in vitro. Els cultius primaris
d’oligodendrocits humans sén molt complicats d’establir i per aixd ens varem
decantar per buscar una linia cel-lular establerta. A més també voliem que fos
humana. Per cerca bibliografica varem trobar dues linies d’oligodendrocits immadurs
gue ens podien servir, la linia MOG13.13 i la linia HOG16. Ens varem posar en
contacte amb Eucellbank (Universitat de Barcelona) per a que demanes les linies als
investigadors i poses a punt els cultius. Eucellbank ens va proporcionar les cel-lules
lliures de micoplasmes. En el laboratori varem fer proves d’expressio de proteines de
mielina i finalment varem escollir les cél-lules HOG16 ja que aconseguiem millor un

protocol de maduraci6 (resultats no mostrats en aquesta tesi).

5.3.2. Objectius
D’acord amb els resultats previs ens vam plantejar els seguents objectius:

1. Esbrinar si en el procés de maduracié de les cél-lules HOG16 DDR1
augmentava la seva expressi6 de manera paral-lela a altres gens de
proteines classicament conegudes com proteines de la mielina.

2. Determinar si hi ha canvis morfologics en els oligodendrocits que han estat

sotmesos a diferenciacio i en el patré d’expressié de DDR1.

5.3.3. Resultats

Buntinx i col-laboradors I'any 2003 van descriure el protocol de diferenciacié per la
linea cel-lular humana oligodendroglial HOG16. Segons el seu protocol
experimental, les cél-lules van ser diferenciades d’un estadi premielinitzant a un

fenotip més madur dels oligodendrocits, €s a dir, cel-lules capaces de sintetitzar
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proteines de mielina. Aquest protocol va ser aprofitat per mesurar I'expressio del
RNA missatger de DDR1 junt amb altres proteines relacionades amb el procés de
mielinitzacio; APC i CNPasa van ser utilitzats com marcadors d’oligodendrocits
premielinitzants, mentre que els ges MBP i MOBP foren utilitzats com a marcadors
d’oligodendrocits mielinitzants (Baumann i Pham-Dinh, 2001).

La figura 15, panell A, mostra I'expressio relativa d’RNA missatger en les ceél-lules
amb medi de creixement i en medi de diferenciacio al cap de 48 hores. El cultiu de
les cel-lules 48 h amb medi de diferenciacio va provocar increments significatius en
I'expressio de gens codificadors de proteines 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 maduracio (Figura 15C; ANOVA, p=0.04). Per
contra els gens APC i CNPasa van mostrar valors molt similars d’expressié sota
ambdues condicions (Figura 15A i C).

La reaccié d'immunohistoquimica de fluorescéncia va mostrar canvis morfologics en
els oligodendrocits associats a la seva diferenciacio. Les cel-lules van passar d’una
morfologia arrodonida (Figura 15B) a una d’estrellada (Figura 15D). En ambdds

estadis cel-lulars DDR1 va presentar un patré citoplasmatic puntejat (Figura 15B i D).
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Figura 15. Andlisis de DDR1 en cél-lules HOG16 diferenciades in vitro. Panel A i C mostren
la quantificaci6 d’RNAm per RT-PCR quantitativa de DDR1, marcadors d’oligodendrocits
(APC i CNPase) i marcadors de mielina (MBP i MOBP). El valor de significacio s’ha establert

com p<0,05. Panel B i D mostren la immunohistoquimica de fluorescéncia per DDRL1.
L’escala emprada és de 100i 10 ym.
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En aquesta tesi es presenta el gen receptor domini discoidina 1 com un nou gen
important en el procés de mielinitzacio. Els motius pels quals es va plantejar I'estudi
d’aquest gen en relacio a la mielinitzacio van ser els seguents:
e DDR1 a ligual que molts receptors tirosina kinasa presenta una regidé que
s’ha vist que esta relacionada amb el desenvolupament del cervell (Vogel, 1999).
e Patr6 d’expressio diferencial de DDR1 durant el neurodesenvolupament de
rata i ratoli (Zerlin et al., 1993; Sdnchez et al., 1994).
e DDR1 es troba expressat en oligodendrocits madurs i presenta els seus
nivells més alts d’expressio durant I'estadi de mielinitzacié post natal en ratoli
(Franco-Pons et al., 2006).
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Discussio de I'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 I'estudi) i concretament durant el segon pic de remielinitzacio.
Per aquest motiu es va utilitzar un grup de tests de comportament que van revelar
disfuncions del CNS dels animals tractats amb cuprizona. La pérdua de compactacio
i sintesi de la mielina en el cos callés fou un indicador del procés de desmielinitzacio.
Aquest fet es va demostrar mitjancant la microscopia electronica de transmissio.

Es varen utilitzar un total de sis aproximacions diferents per tal d’avaluar el
comportament dels rosegadors (la bateria d’observacio funcional, el test de
suspensio corporal, el test de les petjades, el test dels dos compartiments, el test de
coordinacidé motora i aprenentatge i I'activitat a camp obert) demostrant canvis en
I'activitat motora, en la for¢a de subjeccid, en la coordinacié muscular, en la marxa i
en l'activitat exploratoria. Els animals van mostrar a les tres setmanes de tractament
amb cuprizona un deteriorament en la coordinacid motora i una menor activitat de
neteja en la gabia.

A les sis setmanes d’iniciar el tractament, els animals mostraven hiporeactivitat al
contacte i una disminucié del comportament exploratori, es a dir, mostraven una
marcada disminucié tant de I'activitat horitzontal com vertical. Els animals tractats
amb cuprizona van mostrar a les vuit setmanes de I'estudi un deteriorament en la
coordinaci6 muscular, mesurada per una disminucié en I'habilitat d’utilitzar les
extremitats posteriors, una menor longitud del pas i van mostrar una disminuci6 de
I'activitat motora. No obstant s’observa una disminuciéo 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 espontania en la coordinacié motora a les 8 setmanes
podria estar relacionada amb el pic de remielinitzacié que experimenten que a nivell
conductual és podria haver vist traduit com un guany puntual en la seva coordinacio
motora. Aquesta millora en la coordinaci6 motora durant el segon pic de
remielinitzacio també ha estat descrit per Hibbits N. i col-laboradors (2009). Aquests
van examinar la coordinaciéo sensoriomotora bilateral pel test roda complexa; que
avalua la correcta transmissio dels senyals eléctrics entre els hemisferis cerebrals.

A les deu setmanes, els ratolins tractats amb cuprizona van mostrar hiporeactivitat al
contacte, millor coordinaci6 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 remielinitzacié experimentat en un estadi posterior
0 més probablement creiem que es podria explicar per una falta de motivacié dels
animals controls per pujar fins al capdamunt de la pantalla invertida i per tant podria
ser més aviat un déficit en el disseny de la prova (d’aquest subtest en concret) més
que un déficit real en coordinacido 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’observa deteriorament de la forga de subjeccié 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 I'estudi
un augment de les conductes d’autocura, hiporeactivitat al contacte, un
deteriorament en la coordinaci6 muscular, una menor amplada de pas, menys
ansietat i un augment de I'activitat motora. Aquest deteriorament en la coordinacié
muscular observat en la 12ena setmana ha estat descrit per Hibbits N. i
col-laboradors (2009). Els animals que van tenir un periode de recuperacié de vint
setmanes després d’abandonar el tractament en cuprizona mostraven hiporeactivitat

a la manipulacio i menys ansietat.

Microfotografies realitzades amb el microscopi electronic de transmissié van mostrar
una marcada desmielinitzacié a les 3 i 6 setmanes d’iniciar el tractament amb
cuprizona, essent més evident a la tercera setmana. Aquesta marcada
desmielinitzacid es caracteritza per una desestructuracio de la beina de mielina i per
'aparici6 d’axons distrofics (Stidworthy MF et al.,, 2003). Durant el pic de
remielinitzacio, en la setmana 8, els axons presenten una beina de mielina més
compactada i més prima que en la setmana previa 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 recuperacio s’ha assolit amb éxit. En tots els grups
menys en els controls, segurament degut a I'efecte toxic de la cuprizona hi trobem
mitocondris gegants, fet molt evident en els grups tractats a la 32,62 i 82 setmana
(Flatmark et al., 1980; Petronilli et al., 1990).

Un estudi recent (Kipp M et al., 2009) evidencia homologies a nivell histopatologic
del CNS en el model muri de desmielinitzacio i remielinitzacié induit per cuprizona al

0.2% i en humans afectats per esclerosis mdultiple.
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Cate SH i col-laboradors (2010) han demostrat in vitro i in vivo que en el procés de
desmielinitzaci6 les cél-lules precursores que es troben dintre la zona subventricular
de I'encéfal produeixen més astrocits i menys oligodendrocits i que aquest fet pot ser
atribuible a la sobreregulacio del gen BMP.
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Discussio de I’estudi 2

En quest estudi hem posat en evidencia severs déficits en el SNC dels ratolins
knock-out per DDR1. Al final de I'estudi quan els animals tenien 5 mesos d’edat, els
DDR1-/- presentaven l'area, la densitat de I'axd i el gruix de la beina de mielina en el
cos callos diferent als animals DDR1+/+. Els animals deficients per DDR1 mostraven
una reduccié amb el calibre de I'ax6 i un major nombre d’axons amb una beina de
mielina més prima. Consistent amb els canvis a nivell histologic observats, els
animals van mostrar déficits a nivell conductual. Els efectes més remarcables a nivell
comportamental van ser: disfuncions motores com una disminucié de la forca de
subjeccio 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 estimul extern. A més a més, en el test dels 2
compartiments, els DDR1-/- mostraven un increment de 'ansietat i un increment de
la activitat motora.

Tot i que I'arquitectura del cervell era aparentment normal, els ratolins deficients per
DDR1 presentaven I'estructura axo-mielina alterada. La mitjana del diametre de I'ax6
en els animals DDR1-/- fou menor (una davallada del 33%) que en els DDR1+/+. En
el transcurs de I'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 capacos de sintetitzar la mielina perd incapacos 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
proteines de mielina desenvolupaven a la llarga degeneracié axonal. Al llarg de
'estudi, els DDR1 -/- van mostrar un diametre de I'axd significativament més petit
que els animals portadors del gen. Aquest resultat coincideix amb I'observacié
general del gruix de la beina de mielina i del manteniment de la integritat de I'axé al
llarg de l'estudi, essent els animals deficients per proteines de mielina més
propensos a mostrar neurodegeneracié (Franklin & Kotter, 2008). Una observacio a
llarg termini dels animals deficients per DDR1 podria demostrar deficiéncies a nivell

axonal meés pronunciades.
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El tractament amb cuprizona en els animals deficients amb DDR1 permet que tingui
lloc la remielinitzaci6 tot i que els seus homolegs salvatges presenten un increment
en el gruix de mielina del 39% enfront del 23% dels deficients amb DDRA1. Al treure’ls
la cuprizona de la dieta, ambdos grups recuperen els seus nivells basals, essent
menor en el grup dels DDR1-/-.

Consistent amb aquestes troballes, més deéficits en quant al comportament han estat
observats en l'animal DDR1-/-: increment en la taxa de mobilitat i en I'estat de
vigilancia i davallada en el nombre d’aixecaments verticals en la caixa. D’altra banda
la forga muscular i la coordinacié no es van veure afectades pel tractament amb
cuprizona, el qual indica que aquestes disfuncions poden estar causades per una
neuropatia dels sistema nerviés periféric (inherent en I'animal deficient per DDR1) i
gue la cuprizona afecta exclusivament a la mielinitzacié del CNS (Komoly, 2005). Els
DDR1 -/- tractats amb cuprizona també van mostrar en el periode de remielinitzacio
un increment en la laténcia d’entrada al compartiment clar i van estar més temps en
el compartiment fosc, la qual cosa indicava un increment de I'ansietat. S’ha de dur a
terme una correcta interpretacié d’aquests resultats ja que els animals DDR1-/-
presenten deficits motors a nivell basal, la qual cosa fa dificil observar déficits
causats pel tractament amb cuprizona.

L’ansietat es un tret complex controlat i modulat per diferents sistemes de
neurotransmissors i per multiples regions cerebrals (Clement & Chapouthier, 1998).
Els animals DDR1 -/- van comportar un comportament ansiés caracteritzat per un
increment de la laténcia 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 ansios dels
animals deficients per DDR1. Els DDR1 -/- van mostrar una major laténcia d’entrada
al compartiment clar i un major temps de permanéncia al compartiment fosc.
Obstant, el deteriorament motor i els canvis en l'activitat per I'administracié de
cuprizona podrien confondre’'ns quan s’avalua I'ansietat ja que els animals DDR1+/+
tractats amb cuprizona van mostrar nivells meés 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 inhibicié del comportament en el test
“‘plus maze” perd un comportament ansidés en les interaccions socials. Aix0

probablement es degui a diferents sistemes neuronals que es veuen afectats per
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I'exposicid a cuprizona, fet que hauria de ser estudiat amb més detall en futurs
treballs.

Els ratolins deficients per DDR1 presenten una reduccié del seu pes corporal avang
de la pubertat, en les femelles hi ha un deteriorament en la implantacio del blastocit i
una incapacitat en lactar (Vogel et al., 2001). La pérdua d’oida es I'unic defecte
estudiat en el sistema nervids 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 funcié auditiva i de la arquitectura de l'orella
interna (a partir del mes d’edat)..

La nostra observacio en 'empitjorament de la resposta al contacte en el transcurs de
I'estudi suggereix que els animals DDR1-/- poden també patir un deteriorament del
sistema tactil-sensorial. Meyer zum Gottesberge i col-laboradors (2008) van mostrar
que la mielina en el gangli espiral estava alterada. Consequentment, com un
receptor tirosina quinasa ancorat a membrana, DDR1 pot contribuir a la unié de les
cel-lules amb la membrana basilar de I'oida interna o bé amb la beina de mielina.

En el Sistema Nervios Central, el receptor DDR1 ancorat a la membrana dels
oligodendrocits pot contribuir a la mielinitzacié i remielinitzacio interactuant amb la
membrana de I'axé o amb la matriu extracel-lular. El col-lagen com a unic lligam
conegut per DDR1 fins ara, corrobora la idea que DDR1 juga un important rol per
promoure la extensié de la membrana. En concordanca amb aquesta hipotesi, els
ratolins doble deficients amb la proteina B1 integrina tenen alteracions en la beina
de mielina similars a les que hem observat en el nostre model (Lee et al., 2006). Les
integrines sén receptors de superficie 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 atribuible al fet que altres receptors integrina es troben
expressats en oligodendrocits. Els nostres resultats suggereixen que DDR1 tot i no
ser un receptor integrina i la seva activacié és independent del receptor 31 integrina
(Vogel et al., 2000), pot explicar, al menys en part, el fenotip descrit en el model
doble deficient per 31 integrina. Conseqliientment, seria interessant I'estudi del model
doble transgénic B1 integrina -/- i DDR1 -/-.

En sumari, 'animal deficient per DDR1 mostra déficits ultraestructurals, motors i de
comportament, juntament amb una disminucié del potencial remielinitzador. Els
resultats aqui mostrats, junt amb els resultats previs (Franco-Pons et al., 2007)

donen suport a la hipotesi que DDR1 és clau en el procés de mielinitzacio. Cal
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EN ELPROCES DE MIELINITZACIO. APLICACIO DE DIFERENTS

doncs, realitzar més estudis per millorar el nostre coneixement sobre el rol de DDR1
en les interaccions axo-mielina.
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Discussio de I'estudi 3

El nostre grup préviament ha demostrat que el gen DDR1 esta associat amb
'esquizofrénia (Roig et al., 2007) i que aquest es troba expressat durant el
desenvolupament postnatal en ratoli assolint el valor maxim quan la mielinitzacio té
lloc (Franco-Pons, 2006). L’'objectiu d’aquest estudi és explorar el rol de DDR1 en el
procés de mielinitzacid. Els nostres resultats posen de manifest una sobre regulacié
d’aquest receptor quan els oligodendrocits immadurs sén estimulats a diferenciar-se.
Treballar en cultius primaris d’oligodendrocits és forca complicat donada la limitada
viabilitat d’aquests, al fet que és dificil que oligodendrocits 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 astrocits i la microglia.

Mitjancant I's de linees cel-lulars oligodendroglials, l'investigador pot induir la
diferenciacié d’aquests cap a un fenotip més madur. D’aquest estudi hem pogut
determinar: 1) hi ha hagut canvis en l'expressio del gen DDR1; 2) hem mostrat
canvis en I'expressio de gens de mielina; 3) s’ha demostrat que la diferenciacio els hi
provoca canvis morfologics.

S’ha demostrat que el gen DDR1 té un patré d’expressio similar al grup de les
proteines estructurals de mielina, com la MBP i MOBP. Aquestes troballes indiquen
gue DDR1 és probablement un constituent de la mielina o bé una proteina important
en |'estadi de mielinitzacié dels oligodendrocits. Tot i que no és possible detectar
diferéncies quantitatives en el marcatge de DDR1 per immunohistoquimica de
fluorescéncia, esta clar que aquest receptor presenta un patré citoplasmatic puntejat.
Buntinx i col-laboradors I'any 2003 van descriure un patré similar per MBP en
oligodendrocits.

Les nostres dades mostren una sobre expressio del gen DDR1 en oligodendrocits
mielinitzants. Com a consequiéncia, és meritori especular que una regulacié a la
baixa d’aquest gen podria estar associat a malalties de mielina. Lligat amb aquest
fet, el nostre grup ha observat una associacié del gen DDR1 amb I'esquizofrénia
(Roig et al., 2007), on alteracions de mielina han estat descrites (Mclnnes i Lauriat,
2006; Walterfang, 2006).
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L’estudi del model muri tractat amb cuprizona ha evidenciat disfuncions en el SNC
tals com:
1. Péerdua de la compactacido i sintesi de la mielina en el procés de
desmielinitzacié.
2. Increment de la compactacio i sintesi de la mielina durant el pic de
remielinitzacio.
Alteracions estructurals dels mitocondris pel tractament de la cuprizona.
4. Alteracions en el comportament.
a. Periode d’exposici6 a la cuprizona: menor activitat del SNC,
deteriorament de les funcions motores i menys ansietat.
b. Periode de recuperacio: major activitat del SNC, deteriorament de les

funcions motores, menys ansietat i una menor activitat exploratoria.

En I'estudi del model de des/remielinitzacié per cuprizona els animals deficients amb
DDR1 han mostrat:
1. Alteracions en l'area, la densitat de I'axé i el gruix de la beina de mielina.
2. Disminuci6 del potencial remielinitzador.
3. Alteracions en el comportament: disfuncions motores, hiporeactivitat del SNC,
increment de I'ansietat i de I'activitat exploratoria. Els efectes de la cuprizona

accentuen el comportament ansios d’aquests animals.

La diferenciacié del llinatge cel-lular oligodendroglial HOG16 ha posat de manifest
una sobre regulacié del receptor DDR1 quan els oligodendrocits immadurs son
estimulats a diferenciar-se. S’han observat canvis en I'expressido del gen DDR1,
canvis en I'expressio de gens de mielina i s’ha demostrat que la diferenciacio els hi
provoca canvis morfologics. El patré d’expressio de DDR1 és similar al grup de les
proteines estructurals de mielina, com la MBP i MOBP. Aquest fet indica que DDR1
és probablement un constituent de la mielina o bé una proteina important en I'estadi
de mielinitzaci6 dels oligodendrocits.

En sumari, junt amb aquests resultats i els que hem obtingut previament, podem
afirmar que DDR1 és clau en el procés de mielinitzacié. Una regulacié a la baixa

d’aquest gen podria estar associat a malalties de mielina.
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