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ABREVIACIONES

ADN acido desoxirribonucleico

AINEs antiinflamatorios no esteroideos

APC células presentadoras de antigeno

ARN acido ribonucleico

ATP adenosina tri-fosfato

BHE barrera hematoencefalica

CD cluster of differentiation

CNPasa cyclic nucleotide phosphohydrolase

COX-1 ciclooxigenasa-1

CR3 receptor del complemento 3

CSF factor estimulador de colonias

EAE encefalomielitis autoinmune experimental

EM esclerosis maltiple

ERK extracellular signal-regulated kinase

GDNF cell line-derived neurotrophic factor

GLAST transportador de glutamato/aspartato



GLUT4 transportador de glucosa-4

IBA-1 ionized calcium-binding adapter molecule-1

IFN interferén

IL-1ra antagonista del receptor de interleuquina 1

IP-10 proteina inducible por interfer6n-10

LIF factor inhibidor de leucemia

LPS lipopolisacérido

MAO-B monoaminooxidasa-B

MBP proteina bésica de la mielina

M-CSF factor estimulador de colonias de macréfagos

MIP-1a macrophage inflammatory protein 1 alpha

MMP3 metaloproteinasa-3

MPTP 1-metil 4-fenil 1,2,3,6-tetrahidropiridina

NF-1 factor nuclear-1

NF-Y factor nuclear-Y

NGF factor de crecimiento nervioso

NMDA acido N-metil-D-aspértico



NOS-II sintasa de 6xido nitrico-11

OPCs células precursoras de oligodendrocitos

PGE2 prostaglandina E2

PRRs receptores de reconocimiento de patrones

ROS radicales de oxigeno

SNC sistema nervioso central

STATs signal transducers and activators of transcription

TGEF-$ factor transformante de crecimiento - beta

TNF factor de necrosis tumoral

TNEFRII receptor de factor de necrosis tumoral II

VEGF factor de crecimiento del endotelio vascular
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1.1 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y CELULAS GLIALES

El término neuroglia proviene de la palabra compuesta por “neuro” y
“glia”, del griego “gliok”, que significa “cemento, pegamento”. Dicho término fue
acufiado por primera vez en 1856 por el patélogo Rudolph Virchow (1821-1902)
en referencia a “una sustancia conjuntiva, una especie de cemento, en el que los
elementos nerviosos se encuentran embebidos”. Dicha definicién, sin embargo, se
establecié antes incluso de que se produjera el descubrimiento de los elementos
celulares que forman parte de la misma. Asi, Virchow utiliz6 este término para
denominar a una sustancia o sincitio y no a las células gliales en si mismas.

Cinco afios antes de que Virchow publicara estas observaciones, Heinrich
Miiller (1820-1864) observé la presencia de fibras radiales en la retina de
diferentes especies animales y les atribuy6 la identidad de célula tras observar que
dichas fibras presentaban un soma y un ntcleo. Miiller publicé sus observaciones,
junto con unos dibujos que se consideran las primeras imagenes de una célula
glial, el mismo afio en el que Virchow defini6 la neuroglia por primera vez. Sin
embargo, fue éste el primero que introdujo la teoria de la existencia de un tejido
neuroglial.

Pronto neuroglia y células neurogliales derivaron en sinénimos, con el
asentamiento de la Teoria Celular pronunciada por Theodor Schwann (1810-1882),
por la que “todos los organismos estan formados por células y éstas constituyen la
unidad fisiolégica de la vida”. En 1909 Otto Deiters proporcioné la primera
imagen de lo que hoy conocemos como astrocitos en su libro “Histology of the
Nervous System”, describiéndolas como parte del tejido conjuntivo, descrito
anteriormente por Virchow presentes en la sustancia blanca y también en la gris.

Con la llegada de la “reaziona nera” o técnica de impregnacién con
cromato de plata de Camillo Golgi (1843-1926), que permitia tefiir tanto neuronas
como células gliales, se produjo un gran avance en la observaciéon de los
elementos que componian el sistema nervioso, hasta tal punto que Santiago
Ramén y Cajal (1852-1934) asegurd que “todos los tejidos neurales estan formados
por la neurona y la célula glial”. Sin embargo, la glia siempre era identificada por
eliminaciéon como las células que no eran neuronas hasta que Cajal introdujo una
nueva tinciéon con sublimado de oro en 1913 que permitia tefiir los astrocitos de

forma mas completa que nunca y también permitia reconocer mas claramente
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otras células nerviosas que se tefifan mas pobremente, pero que no habian podido
ser identificadas hasta entonces. A éstas “otras células nerviosas”, Ramén y Cajal
las llamo “el tercer elemento”.

Mas adelante, en 1921, Pio del Rio-Hortega (1882-1945) desarroll6 la
tincion de carbonato de plata amoniacal, que tefiria de forma especifica ese
“tercer elemento” al que Ramon y Cajal se referia. Gracias a esta nueva tincién dos
nuevas poblaciones fueron descubiertas: la oligodendroglia y la microglia.

Asi, vemos que ya a principios del siglo XX quedaron establecidas las
poblaciones que componian la neuroglia. Encontramos, pues, dos grupos
claramente diferenciados en funcién de su origen: En primer lugar estd la
macroglia, que en el sistema nervioso central (SNC) se compone de las células
astrogliales y oligodendrocitos, formados en la placa neural de forma paralela a
las neuronas (en el sistema nervioso periférico (SNP) las células de Schwann se
encontrarian dentro de este grupo). Por otro lado encontramos la microglia, que
estd constituida por células de menor tamafo con origen mesodérmico.

Ya a finales del siglo XIX, Carl Ludwig Schleich propuso una teoria de la
existencia de una interaccién neurona-glia, en la cual él abogaba por un papel
importante de la glia, y no como un mero elemento estructural. Sin embargo no
fue hasta mediados de los 80 del siglo XX cuando se empez6 a descubrir sus

papeles fisiol6gicos en mayor profundidad.

5
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Figura 1. Principales tipos celulares del SNC (imagen modificada de

http:/ /www.servier.com/SMART /SlideKits/Neural_cells.asp).
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1.1.1 OLIGODENDROCITOS

Identificados por primera vez en 1928 por Pio del Rio Hortega mediante la
técnica del carbonato de plata, los oligodendrocitos presentan un soma grande,
esférico con ramificaciones cortas y finas. En sus ramificaciones son frecuentes los
microtabulos y al contrario que los astrocitos, no presenta gliofilamentos. Su

morfologia, sin embargo, cambia durante su desarrollo (Bannister et al, 1998).

MARCADORES

Existen varios marcadores especificos para la oligodendroglia. Por una
parte se utiliza la detecciéon de actividades enziméticas como la CNPasa, la
hidrolasa de colesterol, la anhidrasa carbénica y la 5 nucleotidasa. La proteina
basica de mielina (MBP) y la glicoproteina de la mielina de los oligodendrocitos

(MOG) también son muy utilizadas para la identificacién de los oligodendrocitos.

ORIGEN

Los oligodendrocitos, como las neuronas y los astrocitos, tienen un origen
neuroectodérmico. Aunque en un principio se pensé que estas células procedian
de la glia radiada, ahora se sabe que su origen se encuentra en regiones concretas
del tubo neural, donde las células progenitoras se diferencian pasando por
diversos estadios intermedios caracterizados por la expresion de distintos

antigenos de membrana (Miller, 2002).

TIPOS

Como ocurre con los astrocitos, los oligodendrocitos presentan una
elevada variabilidad morfolégica segtin su localizacién y su funcién. Por ello
encontramos clasificaciones que los dividen en dos, tres o incluso cuatro grupos
en funcién de los criterios que se tienen en cuenta (Ramirez-Exposito et al, 1998;

Butt, 2005; Bannister et al, 1998). Sin embargo, una clasificacién clasica atendiendo
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a su localizacién y caracteristicas tintoriales los dividen en dos grandes grupos:
oligodendrocitos satélite y oligodendrocitos interfasciculares.

Los oligodendrocitos interfasciculares son los de mayor tamafio medio
(20 pm) con un ntucleo de gran tamafo. Estdn asociados a la sustancia blanca y
llevan a cabo los procesos de mielinizacion durante el desarrollo y el
mantenimiento de las vainas en el adulto.

Los oligodendrocitos satélite son de menor tamafio (10 pm) y quedan
restringidos a la sustancia gris. Se encuentran en intimo contacto con el soma
neuronal y, a pesar de que hay un gran ntimero de trabajos que los diferencian
por su morfologia, su funcién atn hoy en dia no se ha determinado de forma

clara.

FUNCIONES

Ya en 1928 Pio del Rio-Hortega propuso que los oligodendrocitos eran las
células que generaban la mielina que envuelve los axones neuronales. Sin
embargo, esto no se pudo demostrar hasta la aparicion de la microscopia
electronica. Un dnico oligodendrocito puede presentar hasta sesenta
ramificaciones, cada una de las cuales envuelven un axén, a diferencia de las
células de Schwann, en el SNP, las cuales envuelven un tinico axén (Butt, 2005).

Aunque la produccién de mielina es la funcién mas conocida de los
oligodendrocitos, también se han propuesto otras funciones adicionales. Por una
parte, se les ha implicado en el control del ambiente del neuropilo, sobretodo en
cuanto al transporte de agua y cloro, ademds de presentar canales de Na+
(Ramirez-Exposito et al, 1998). Ademas se ha visto, tanto in vitro como in vivo,
que los oligodendrocitos pueden producir toda una bateria de factores tréficos,
como el BDNF o el NT-3 entre otros. Por medio de dichos factores, los
oligodendrocitos pueden afectar tanto al desarrollo como al mantenimiento de las

neuronas y de otros oligodendrocitos (revisado por Du et al, 2002).

1.1.1. ASTROCITOS

Los astrocitos constituyen la poblacion glial mas abundante del SNC. A lo

largo de la evolucién la proporcion de éstos frente a la de neuronas ha ido en
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aumento de tal manera que en organismos menos evolucionados como la
sanguijuela hay una proporcién de un astrocito por cada 25 6 26 neuronas,
mientras que en el cerebro humano la proporcién se ve incrementada a 1,4
astrocitos por cada neurona (Heneka et al, 2007), lo cual supone aproximadamente
el 50% del volumen cerebral humano (Chen et al, 2003). Dicho cambio no hace
sino reflejar el importante papel que éstas células han ido adquiriendo en el SNC a
lo largo de la evolucién. En efecto, los astrocitos presentan un amplio namero de
funciones que son determinantes para el desarrollo, funcionamiento y
supervivencia de las neuronas, tales como el mantenimiento de la homeostasis
i6nica, el mantenimiento de la barrera hematoencefdlica (BHE), la sintesis,
captacién y también liberacion de glutamato. Asi, se ha visto que las neuronas no
pueden sobrevivir sin la interaccién cercana con los astrocitos en el cerebro, de tal
manera que alli donde hay muerte de astrocitos las neuronas no logran sobrevivir

(Chen et al, 2003).

MARCADORES

Los astrocitos representan una poblacion heterogénea, ya que en ella
existen pocos genes que se expresen de forma ubicua, de tal manera que existen
muchas diferencias entre los astrocitos de diferentes regiones (Volterra et al, 2005).
Por ello, el estudio de los astrocitos mediante marcadores especificos ha sido de
gran importancia. Existen diferentes marcadores que se pueden utilizar para tal
fin. Uno de ellos es la proteina &4cidica fibrilar glial (GFAP), el marcador mas
utilizado para identificar a los astrocitos. Es una proteina especifica de los
filamentos intermedios del citoesqueleto de los astrocitos que les confiere el
mantenimiento de su estructura tridimensional, a la vez que proporciona una
considerable flexibilidad y curvatura. Otro marcador muy empleado es el S-1008,
perteneciente a una familia de proteinas de unién a calcio involucradas en

diferentes funciones como la reorganizacién del citoesqueleto.
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Fig. 2. Imagen de dos astrocitos de la regiéon CA1 marcadas intracelularmente con los trazadores
Lucifer Yellow (LY, verde) y biocytin-conjugated cascade blue (CB, rojo). Aqui se ve cémo sélo las

prolongaciones mas finas se solapan. (Ogata, 2002).

Tanto GFAP como S100B son marcadores muy dtiles y ampliamente
utilizados para la identificacion de astrocitos. Sin embargo, no todos los astrocitos,
sobretodo de la sustancia gris, expresan suficiente GFAP para ser positivos con
técnicas inmunohistoquimicas habituales (Walz, 2000). Ademas, el S1003 marca
células que no son astrocitos (Rickmann et al, 1995). Por eso, para un estudio mas
exhaustivo de la distribuciéon de los astrocitos se requiere utilizar la inyeccion
intracelular de trazadores.

Los astrocitos presentan una distribucién altamente organizada en la que
definen un espacio tridimensional, un dominio anatémico propio en el que sus
grandes prolongaciones se ramifican en otras mds finas de tal manera que
aproximadamente s6lo un 5% total del volumen de los astrocitos se superponen

(Bushong et al, 2002; Ogata et al, 2002).

ORIGEN

Los primeros astrocitos procedentes del neuroectodermo constituyen la
glia radiada. Estas células conectan mediante prolongaciones la superficie
ventricular y la pial sirviendo de guia para la migracién de los neuroblastomas
hasta su posicion definitiva dentro de las paredes del tubo neural primitivo. La
mayorfa de la glia radial retrae sus prolongaciones y se diferencia en astrocitos

maduros.



Introduccion C/EBPs en la activacion glial

TIPOS

Aunque existe mas de una clasificacién, la mas utilizada es la descrita por
Andriezen y Doelliker ya a finales del siglo XIX, que distingue los astrocitos en
dos grandes poblaciones de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas y
distribucién dentro del SNC. Estos dos grupos se han mantenido con el tiempo y
se conocen como astrocitos protoplasmaéticos y astrocitos fibrosos. Los astrocitos
protoplasmaticos, presentes en la sustancia gris, se caracterizan por su morfologia
arborescente, con un gran namero de prolongaciones con muchas ramificaciones.
Por su parte, los astrocitos fibrosos, presentes en la sustancia blanca, tienen
formas maés estrelladas con prolongaciones largas y poco ramificadas (revisado en
Reichenbach et al, 2005).

Sin embargo, como ya se ha comentado, los astrocitos presentan una
elevada heterogeneidad en lo que respecta a determinados marcadores, por lo que

esta clasificacion podria ser, tal vez, mucho més compleja.

FUNCIONES

Los astrocitos forman un sincitio continuo con una intercomunicacién
rapida y coordinada debido a que se unen unos a otros mediante las uniones
intercelulares llamadas uniones gap o gap junctions. Las uniones gap interconectan
tanto las prolongaciones de un mismo astrocito como las prolongaciones de
diferentes astrocitos, mediando el paso indiscriminado de moléculas menores de
1000 kDa, de tal forma que permiten minimizar las diferencias entre ellas. Los
astrocitos también integran a otras células del SNC en ese “sincitio funcional”
gracias a que forman uniones gap con oligodendrocitos y células ependimales,
cubren los capilares sanguineos con los llamados podocitos o pies perivasculares
y envuelven las sinapsis que se encuentran en su “dominio” (Verkhratsky et al,
2006). Sin embargo, los astrocitos, lejos de ser meros elementos de soporte,
presentan un gran abanico de funciones cruciales para el desarrollo y

funcionamiento de las neuronas.
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Neurogénesis y sinaptogénesis

Aunque la mayoria de los astrocitos maduran mas tarde que las neuronas
durante el desarrollo embrionario, un estudio reciente mostré cémo los astrocitos
hipocampales pueden promover la neurogénesis en el cerebro adulto de ratas a
partir de precursores neuronales mediante factores solubles y de membrana
(Hongjun Song, 2002).

Ademas, se ha demostrado la existencia de precursores neuronales con
caracteristicas astrociticas, como la expresion de GFAP y la presencia de uniones
gap entre otros. Las células progenitoras neuronales (NSCs), células que pueden
dar lugar a nuevas neuronas, se encuentran principalmente en dos zonas del
cerebro adulto, la zona subventricular y la zona subgranular del giro dentado.
Diferentes estudios han demostrado la capacidad de los astrocitos de dar lugar a
dichas células progenitoras neuronales tanto in vitro (Itoh et al, 2006) como in
vivo (revisado por Ihrie et al, 2007).

La formacion de las sinapsis se produce durante del desarrollo postnatal
una vez que los astrocitos se han diferenciado, y diversos estudios han
demostrado que esto podria ser debido al hecho de que la sinaptogénesis requiere
grandes cantidades de colesterol, que las neuronas obtendrian a partir de los
astrocitos. Ademads, los astrocitos también juegan un papel importante en la
maduraciéon de terminales postsindpticas mediante la producciéon de factores

como el TNF-a o el ADNF (revisado por Pfrieger, 2002).

Gliotransmision

Inicialmente se crey6é que los astrocitos no podian participar en la
transmisién de informacién debido a que son células no excitables eléctricamente.
Sin embargo, ahora son considerados células excitables, ya que cuando son
activados, bien por sefiales internas o externas, pueden liberar mensajes a las
células vecinas. A este proceso se le ha denominado “gliotransmisién”. Asi, los
gliotransmisores, entre los que encontrariamos el glutamato, el ATP o la
adenosina liberados por los astrocitos actiian sobre las neuronas, células gliales o
vasos sanguineos modulando su actividad (revisado por Volterra et al, 2005).

La excitaciéon de los astrocitos no se produce mediante cambios en el

potencial de membrana, sino por variaciones de la concentracion de Ca?*
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intracelular. Asi, se ha documentado la existencia de dos formas de excitacion
diferentes: excitaciéon dependiente de neurona y excitacién espontanea. Mientras
que la excitacion dependiente de neurona se genera por las sefiales quimicas
producidas en el circuito neuronal como el glutamato, la acetilcolina, el GABA, el
ATP o el NO entre otras, la excitacién espontianea viene determinada por
oscilaciones de las concentraciones de Ca2* que son generadas por la liberacion,
principalmente, desde reservorios intracelulares como el reticulo endoplasmaético.
Dichas ondas de Ca?* pueden propagarse de forma intracelular, pero también
pueden propagarse de forma intercelular (revisado por Nedergaard et al, 2003;
Volterra et al, 2005; Newman, 2003b).

Los astrocitos rodean gran parte de las sinapsis neuronales del SNC. Se
han descrito gliotransmisores como el glutamato (Nedergaard et al, 2003; Haydon,
2001) y mas recientemente el ATP y la adenosina (su compuesto derivado), que
permitirian a los astrocitos ejercer un control sobre la actividad neuronal

(Newman, 2003a).

Synaptic activation of glia
Glutamate
GABA H O—{] Meurons
Moradrenalime
Acatylchaling L
gg?gfﬂﬁ:]: Gliotransmission
Ca?+, IP,
Glutamate
ATP
Glia Prostaglandins
NO

Neuromodulatory glia
Gilutamate
D-Serine

B
L
NO O—{H O—{] Meurons

Carrart Opnion in Maurchislogy

Fig. 3. Comunicacién bidireccional neurona-glia. Los neurotransmisores liberados en el espacio
sinaptico pueden activar receptores en los astrocitos, produciendo el incremento de Ca2*
intracelular. Dicho incremento puede producir una respuesta neuromoduladora, bien localmente o

también a distancia, mediante la liberacién de “gliotransmisores” (Bezzi et al, 2001).
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Captacion y metabolismo del glutamato

A pesar de que el glutamato es un neurotransmisor crucial para la
transmision sindptica, una concentraciéon elevada conlleva la denominada
“muerte por excitotoxicidad” de las neuronas. Asi pues, el mantenimiento de la
concentracion de dicho neurotransmisor por debajo de los niveles neurotéxicos es
muy importante para la viabilidad neuronal. Los astrocitos son los encargados de
captar el exceso de glutamato presente en el espacio sindptico mediante
transportadores sodio-dependientes llamados GLAST y GLT-1 en humanos
(Anderson et al, 2000). Tras su captaciéon, los astrocitos lo convertiran en
glutamina, la molécula precursora del glutamato, y lo secretaran al medio, de
donde las neuronas pueden captarla para sintetizar de nuevo glutamato (Chen et

al, 2003).

Mantenimiento de la homedstasis ionica

Los astrocitos tienen mecanismos pasivos y activos para limitar los
cambios de K* en el medio extracelular, cuya concentracién es muy importante
para mantener el potencial de membrana de las neuronas. Asimismo, existen
también diferentes mecanismos para regular los niveles de H*, que pueden
aumentar en situaciones isquémicas debido a la produccién de &cido lactico

durante la produccioén glicolitica de ATP y su utilizacién (revisado por Chen et al,

2003).

Control de flujo sanguineo

Los astrocitos envuelven las células endoteliales de los vasos sanguineos
con los podocitos creando lo que se conoce como “unidad gliovascular”. Esta
unién permite a los astrocitos regular el flujo sanguineo en funcién de la actividad
neuronal. Asi, los mediadores quimicos procedentes de las neuronas producirian
en los astrocitos la salida del Ca2* del reticulo endoplasmatico hacia el citosol. A
partir de ahi la ola de Ca2* se propaga hasta el podocito del astrocito, donde activa
la fosfolipasa A2, la cual genera acido araquidénico. Este dcido graso puede ser
procesado bien por la enzima COX, para finalmente producir derivados de

prostaglandinas vasodilatadoras, o bien por el citocromo p450, para convertirlo en
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acido  20-hidroxieicosatetraenoico  (20-HETE), compuesto vasoconstrictor

(Verkhratsky et al, 2006; Volterra et al, 2005).

Metabolismo energético

Los astrocitos juegan un papel central en el metabolismo energético del
SNC, debido a que, aunque parece que también la neurona podria captarla
directamente, son los principales encargados de captar de los vasos sanguineos la
mayoria de la glucosa que las neuronas utilizan. Una vez dentro de los astrocitos,
la glucosa puede pasar directamente a las neuronas, ser metabolizada hasta
formar lactato o ser almacenada en forma de glucégeno. Los astrocitos son el
tnico almacén que hay en el SNC de glucégeno, el cual se metaboliza en
determinadas condiciones de hipoglucemia. La glucosa es metabolizada a lactato,
los astrocitos lo liberan al medio extracelular, desde donde entrara a las neuronas,
de tal manera que pasa a ser incorporado ya al ciclo de Krebs (Nedergaard et al,
2003; Tsacopoulos et al, 1996).

Como en el caso del flujo sanguineo, la captaciéon de glucosa estd acoplada
a la actividad neuronal. Asi, el glutamato liberado por las neuronas es captado
por los astrocitos. Simultdineamente a la entrada del glutamato se produce una
entrada Na*, cuya extraccion conlleva un aumento de la demanda de ATP en los
astrocitos. La deplecion de ATP estimulara finalmente la captacion de glucosa (ver

figura 4) (Magistretti, 2006).
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| Glutamatergic synapse | Astrocyte

LACTATE

GLUTAMINE

Glutamate +

‘I'. & '{Q@@@ Gin

“}H e 7.1
,I'r Ma+ ) Cate

Blptabadrogis  lnolrome

T GLUCQSE
GLLIT.&M.H.TE

Glutamale recepions

Fig. 4. Representacion esquematica del mecanismo de la glicélisis en astrocitos inducida por
glutamato durante la activacion fisiélogica. El glutamato liberado en el espacio sinaptico despolariza
la neurona postsinaptica actuando sobre los receptores glutamatérgicos. La acciéon del glutamato
finaliza de forma eficiente por el sistema de recaptacién localizado mayoritariamente en los
astrocitos. El glutamato es cotransportado con Na*. La concentracién de Na* aumenta, causando la
activacién del cotransportador Na*/K* ATPasa. Dicha activacién estimula la captacién y utilizacion

de glucosa (Tsacopoulos et al, 1996).

Mantenimiento de la BHE

Los astrocitos presentan diferentes fenotipos dependiendo de su
localizacién y asociacion con otros tipos celulares. Se ha visto que la gran mayoria
de dichos fenotipos estan relacionados con la interacciéon especifica con vasos
sanguineos. Asi, los astrocitos cubren gran parte de la superficie capilar y
contribuyen a la formacién y el funcionamiento de la misma. Se ha visto por
ejemplo que contribuyen a la formaciéon de uniones estrechas o tight junctions en
las células endoteliales mediante la secrecién de TGF-a y GDNF, asi como a la
expresion y polarizaciéon de transportadores y sistemas enzimaticos especializados
de la BHE (revisado por Abbott et al, 2006). Ademas, los astrocitos secretan por
los podocitos proteoglicano heparan sulfato, laminina y fibronectina,
contribuyendo asi a la formacion de la lamina basal de los vasos sanguineos con

los que limitan (Bannister et al, 1998; Bannister et al, 1998).
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Eliminacion de especies reactivas de oxigeno

Los astrocitos presentan una elevada cantidad de glutatiéon y enzimas de
su metabolismo, asi como de ascorbato, los cuales ayudan a eliminar ROS, que son

altamente neurotéxicas (revisado por Chen et al, 2003).

1.1.2. MICROGLIA

La microglia, descrita por Pio del Rio Hortega como el “verdadero tercer
elemento”, constituye entre el 5% y el 20% de la poblacion glial total en el SNC.
Fue este mismo investigador quien realiz6 el primer estudio sistemdtico de esta
poblaciéon celular, describiendo los cambios morfolégicos que se producen
durante la activacion glial, e intuyendo los factores que la desencadenaban.

La microglia constituye el sistema inmunitario del SNC (Kreutzberg, 1996)
y como tal, sus principales funciones van dirigidas a detectar y eliminar cualquier
posible patégeno, asi como los restos celulares presentes en el parénquima. Al
igual que los astrocitos, la microglia se distribuye de forma territorial, aunque sus
prolongaciones no se adhieren unas a otras (Raivich et al, 2004a).

Cuando la microglia se activa sufre un proceso con una serie de cambios
morfolégicos y funcionales progresivos, en el que podemos diferenciar tres
estados. En primer lugar encontramos la llamada microglia quiescente o en
reposo, que constituye el estado basal en el SNC adulto normal y que presenta
gran namero ramificaciones finas y alargadas. En segundo lugar esta la microglia
activada, que presenta unas ramificaciones acortadas y engrosadas, y que es la
principal responsable de la sintesis de proteinas proinflamatorias que median
gran parte de sus funciones en condiciones patolégicas. Por dltimo, tenemos la
llamada microglia ameboide, la cual, como su propio nombre indica, presenta una
morfologia mds globular. Esta dltima es la encargada de fagocitar patégenos,

restos celulares, depdsitos proteicos, etc (Streit, 2002).

MARCADORES

El primer marcaje selectivo utilizado para identificar las células

microgliales fue el del carbonato de plata amoniacal desarrollado por Pio del Rio
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Hortega. Este, sin embargo, es un marcaje poco reproducible y muy variable entre
especies.

Existen gran cantidad de marcadores para identificar a las células
microgliales diferencidndolas del resto de poblaciones gliales. Sin embargo, nos
encontramos con mas problemas cuando queremos diferenciar a la microglia
fagocitica de los macréfagos que se infiltran en el SNC en situaciones patolégicas,
debido a que muchos marcadores son proteinas de membrana compartidas por
estas dos poblaciones celulares.

La microglia presenta un gran nimero de antigenos de superficie, de
forma que el marcaje de muchos de éstos permite identificarla. Asi, podemos
identificar la microglia mediante el marcaje de CD11b (Mac-1 en ratén y CR3 en
rata) o F4/80 (en ratén). Una de las formas mas usadas hasta el momento para la
identificacion de la microglia es mediante la utilizacion de las lectinas. Estas
moléculas se unen a los aztcares terminales de las cadenas laterales de los
oligosacaridos de las glicoproteinas del SNC que se encuentran integradas en la
membrana plasmaética. Una lectina muy utilizada es la del tomate (Acarin et al,
1994), que reconoce especificamente la galactosa. Sin embargo, a pesar de que ésta
es una de las formas mas féciles y rdpidas, no marca exclusivamente las células
microgliales, sino que también marca los macréfagos y las células endoteliales.
Otros marcadores de membrana como el CD45 o el MHC se expresan a bajos
niveles en la microglia quiescente, pero su expresién aumenta en la microglia
activada. Asi, la intensidad del CD45 permite diferenciar la microglia quiescente
de la microglia activada e incluso de los macréfagos infiltrados (con una mayor
intensidad de marcaje) (Carson et al, 2007).

Actualmente se estd extendiendo la utilizaciéon del marcaje de IBA-1,
ionized calcium-binding adapter molecule, una proteina de membrana cuya expresion
s6lo se ha identificado en células microgliales, células dendriticas y osteoclastos.
De esta forma, el marcaje de esta proteina nos permite diferenciar a la microglia

de los macroéfagos infiltrados (Ladeby et al, 2005) .

ORIGEN

A diferencia de las otras poblaciones gliales, la microglia no presenta un

origen ectodérmico, sino mesodérmico. Sin embargo, aun hoy en dia hay

16



Introduccion C/EBPs en la activacion glial

diferentes hipoétesis sobre su exacta procedencia. Hasta ahora, se han descrito
cuatro tipos celulares con la habilidad de transformarse en células microgliales:
macrofagos fetales, monocitos, células progenitoras hematopoyéticas vy
progenitores mesodérmicos presentes en tejidos embrionarios (Ladeby et al, 2005)

Hay tres vias de entrada de los precursores microgliales, dependiendo de
la region cerebral y del estado de desarrollo. Inicialmente, los progenitores
microgliales colonizan el SNC por rutas extravasculares. Asi, durante el desarrollo
embrionario, antes incluso de la existencia de vascularizacién, se produciria ya la
entrada de precursores microgliales a partir de tejidos mesodérmicos. Dichos
precursores se agrupan formando las llamadas “fuentes de microglia”, grupos
celulares localizados en zonas anatémicas muy concretas formados por células
ameboides que migran al resto del parénquima cerebral y se diferencian
transformandose de forma gradual en microglia ramificada conforme el SNC se
desarrolla. Ademas, los macroéfagos fetales, presentes ya en el dia 8 del desarrollo
embrionario en roedores, cuando la neurulacién se ha completado, también
formarian células microgliales. Dichos macréfagos son diferentes de los existentes
en el adulto y parece que derivan de progenitores diferentes (Streit, 2005). Se ha
propuesto que éstos provienen de 6rganos independientes de la linea monocitica
a partir de progenitores anteriores a la vascularizacion.

En fases mas tardias, principalmente en estadios perinatales y postnatales
se produce la entrada de otros progenitores microgliales a partir del torrente
sanguineo, a través de la no totalmente desarrollada BHE. Dicha entrada
contribuye de una forma importante a la colonizacioén del tejido cerebral (Ling et
al, 1993; Ling, 1979).

En el adulto y el neonato, debido a que la microglia del parénquima tiene
un ciclo de renovacién bajo en condiciones fisiologicas, ésta es capaz de
autorrenovarse por si sola, y parece que s6lo una pequeiia proporcion se
repoblaria a partir de lo que algunos autores denominan microglia perivascular y
otros macroéfagos perivasculares, los cuales parece que podrian, ocasionalmente,
penetrar en el parénquima y diferenciarse a microglia. (Streit, 2005; Chan et al,
2007a). Dicha poblacion perivascular se renueva continuamente por progenitores
derivados de la médula 6sea que se infiltran desde el torrente sanguineo.

En condiciones patologicas, la densidad de la poblacion microglial

aumenta en el lugar en el que tiene lugar el dafio. Cuando la BHE se rompe,
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dicho aumento es debido a la proliferacion de la microglia residente y también a
la infiltracién de macréfagos del torrente sanguineo (revisado por Chan et al,
2007b; Ladeby et al, 2005). Sin embargo, un estudio reciente, muestra que la
contribucién de macréfagos sanguineos a la poblacién microglial es despreciable

cuando la BHE esta intacta (Ajami et al, 2007).

TIPOS

La microglia presenta una distribucién ubicua dentro del SNC, con
diferencias regionales de tal manera que tiene una presencia destacada en zonas
como el hipocampo, el telencéfalo olfatorio y en regiones de los ganglios basales y
de la sustancia negra (Lawson et al, 1990).

Existen patrones microgliales de expresion muy diferentes debido en gran
parte a la composicion del microambiente en el que se encuentra. Asi,
encontramos que las células MHC-II y CD4 positivas se localizan en su mayoria
en la sustancia blanca del SNC. Morfol6gicamente, las mayores diferencias las
encontramos entre las células de la sustancia blanca y la gris de tal manera que
mientras que la microglia de la sustancia blanca presenta ramificaciones
paralelas y perpendiculares a las fibras nerviosas, la microglia de la sustancia gris
presenta una mayor ramificaciéon en todas las direcciones. Los patrones de
expresion proteica pueden ser, ademds, muy diferentes en funcién tanto del
modelo como de la zona del SNC estudiados no s6lo en condiciones basales, sino

también en condiciones de activacién (revisado por Carson et al, 2007).

FUNCIONES

A diferencia de los astrocitos, las funciones de la microglia en condiciones
fisiolégicas son mucho mas desconocidas. Sin embargo, dia a dia se postulan
nuevas funciones que la microglia ejerce cuando se encuentra activada. La
microglia activada no solamente se encarga de eliminar restos celulares,
patégenos o depoésitos proteicos del medio extracelular, sino que también
participa de una forma activa en procesos tan importantes como la neurogénesis

o la remodelacién y maduracién de la sinapsis (Walton et al, 2006; Battista et al,
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2006; Ziv et al, 2006). De esta forma, la microglia no sé6lo es capaz de captar la
actividad neuronal, sino que también es capaz de influir en la supervivencia y en
la misma funcién neuronal. Todo esto apoya la existencia de una activa relacion
neurona-microglia (Streit, 2002; van Rossum et al, 2004; Hanisch, 2002; Streit et al,

2005).

“Rastrear” el medio extracelular

Como ya se ha comentado antes, en condiciones fisiologicas la microglia
presenta un estado quiescente o de reposo. En dichas condiciones, y a pesar de no
presentar una funcién clara como las que realiza en los diferentes estados de
activacion, se ha visto que la funcion principal de la microglia es monitorizar y
proteger el bienestar de las neuronas rastreando el medio con el fin de detectar
cualquier posible cambio.

La microglia presenta una distribuciéon tridimensional homogénea
altamente organizada, a pesar de su elevada motilidad. Asi, y aunque el soma
presenta una posicion mas o menos fija, las prolongaciones se mueven
continuamente por el medio extracelular de tal manera que en unas pocas horas el
cerebro es completamente rastreado (Nimmerjahn et al, 2005).

La microglia establece contactos dindmicos con otras células del SNC como
neuronas, astrocitos y vasos sanguineos (Nimmerjahn et al, 2005). Ademas,
presenta numerosos receptores que le permiten detectar cualquier cambio sutil
que se produzca, como receptores de neurotransmisores, tanto purinérgicos, como
gabaérgicos, dopaminérgicos y noradrenérgicos (revisado por Pocock et al, 2007),
receptores de inmunoglobulinas y receptores del complemento entre otros. Todo
estos recursos servirian para captar multiples sefiales con el fin de mantener o

aumentar sus niveles de actividad (Bezzi et al, 2001).
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Figura 5. Las células microgliales son altamente dinamicas en estado de reposo in vivo. En la figura
se ven las ramificaciones de una célula microglial al principio (izquierda) y tras 1 hora (derecha) y

la superposicion que muestra la formacion y desaparicién de las mismas (Nimmerjahn et al, 2005).

1.1.3. CELULAS NG2+

En el cerebro en desarrollo se pueden ver unas células caracterizadas por
la expresion de proteoglicano NG2 y el receptor PDFaR (Levine et al, 1987). Estas
células son las denominadas NG2+ u OPCs (oligodendrocyte progenitor cells)
debido a que son las que finalmente daran lugar a los oligodendrocitos adultos
(Dawson et al, 2000). Sin embargo, se ha visto que en el cerebro adulto no todas
las células NG2+ generan oligodendrocitos, y por ello algunos autores diferencian
dos poblaciones diferentes de células NG2+. La primera seria la que generan los
oligodendrocitos mientras que la segunda esta consituida por las células NG2+ no
mielinizadoras en el cerebro adulto. Esta dltima poblacion de NG2+, de hecho,
empieza a considerarse hoy dia como una tercera clase de macroglia, junto con la
astroglia y la oligodendroglia, debido a que presentan caracteristicas
diferenciadoras. Como los astrocitos, las células NG2+ presentan una forma
estrellada, pero no expresan GFAP ni transportadores de glutamato y tampoco
forman uniones gap. También se diferencian de los oligodendrocitos maduros
debido a que no expresan MBP ni forman vainas de mielina (revisado por Butt,
2005).

Las células NG2+ se encuentran ampliamente distribuidas tanto en la
sustancia gris como en la blanca, donde se encuentran muchas veces estidn
asociadas a los nédulos de Ranvier (Martin et al, 2001). Ademads, estas células
expresan receptores de neurotransmisores, tales como AMPA, NMDA, P2Y1 y
P2X7. Todo esto da lugar a que, como ocurre con los astrocitos y con la microglia,

a estas células les afecta la funcién neuronal. Més atin, se ha visto que las células
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NG2+ no s6lo responden a los neurotransmisores liberados en las sinapsis, sino
que ademas reciben inputs presinapticos directos de las neuronas estableciendo lo

que se ha denominado sinapsis neurona-glia (Wigley et al, 2007).

1.1.4. OTRAS CELULAS INMUNITARIAS DEL SNC

Debido principalmente a la falta de un verdadero sistema linfatico y a la
presencia de la BHE, el SNC ha sido considerado durante mucho tiempo como un
6rgano sin sistema inmunitrario. Sin embargo, hoy se sabe que existen diferentes
poblaciones que ejercen funciones inmunitarias y que podrian ser importantes en
gran numero de procesos inflamatorios. Dichas poblaciones engloban no sélo los
astrocitos y la microglia a las que ya nos hemos referido, sino también otras, como
los pericitos, los macréfagos perivasculares o las células dendriticas.

La falta de marcadores especificos hace que dichas poblaciones todavia no
se puedan identificar de una forma clara e inequivoca, por lo que en la bibliografia
podemos encontrar diferentes acepciones para todas ellas. Asi, podemos
encontrar que los macréfagos perivasculares para unos son pericitos
perivasculares y para otros microglia perivascular, o que los pericitos no son otra

cosa que microglia, o que las células dendriticas son microglia.
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Figura 6. Células inmunitarias presentes en el cerebro
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PERICITOS

Los pericitos se encuentran confinados a la lJdmina basal, donde migran en
los ultimos estadios de vascularizacion durante el desarrollo embrionario
(Guillemin et al, 2004, Thomas, 1999). Estas células, de origen mesodérmico,
presentan un cuerpo celular oval y pequefio con ramificaciones que se extienden
rodeando la pared vascular. Su identificacién se consigue principalmente por su
localizacién y morfologia, debido a que no se ha encontrado un tnico marcador
que los identifique. Sin embargo, se ha visto que contienen todos los marcadores
de macrofagos investigados hasta el momento (Thomas, 1999).

A estas células se les han atribuido diversas funciones entre las que se
encuentran las funciones propias de los macréfagos (revisado por Thomas, 1999).
Asi, los pericitos son capaces de activarse de forma que cuando se produce dafio
en el tejido, en estados patolégicos o tras la administraciéon de citoquinas pueden
fagocitar y presentar antigenos, asi como producir diversas citoquinas como IL-1p
o IL-6 (revisado en Balabanov et al, 1999).

Ademas, diversos trabajos sugieren que los pericitos son capaces de
introducirse en el parénquima y transformarse en células microgliales (revisado

en Thomas, 1999; Balabanov et al, 1999).

MACROFAGOS PERIVASCULARES

Los macréfagos perivasculares, también llamados células perivasculares o
microglia perivascular, estdn presentes en el espacio de Virchow-Robin o el
espacio perivascular, por fuera de la membrana basal. Estas células derivan de la
médula 6sea y presentan una tasa de renovacién mayor que la microglia o los
pericitos, de tal manera que son reemplazados continuamente por los monocitos
del torrente sanguineo (Hickey et al, 1988; Bechmann et al, 2001).

Como los pericitos, los macréfagos perivasculares constituyen la primera
barrera defensiva en el SNC, con importantes funciones inmunes. En primer
lugar, son ellos, junto con los pericitos, los encargados del drenaje de los fluidos
de SNC que, de hecho, se realiza en el espacio perivascular ((Zhang et al, 1992).
Ademas, estas células actilan como sensores ante el dafio y la muerte neuronal y

son capaces de fagocitar antigenos del SNC y presentarlos en el espacio
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perivascular gracias a que expresan de forma constitutiva niveles elevados de

MHC I y de moléculas coestimuladoras (revisado por Williams et al, 2001).

CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas son una poblacion hetereogénea especializada en la
captacion, procesamiento y presentacion de los antigenos a los linfocitos T. Dichas
células proceden de precursores de la médula 6sea y permanecen en los tejidos
periféricos a modo de centinelas, en un estado inmaduro caracterizado por una
alta capacidad captadora de antigeno, pero una expresiéon baja de MHCII y de
diferentes moléculas coestimuladoras (CD80, CD86, CD40) que, sin embargo,
aumenta el camino a los nédulos linfaticos.

La presencia de células dendriticas en el SNC fue descrita por primera vez
por Mayszak (Matyszak et al, 1996). Mientras que en condiciones fisiolégicas su
presencia parece limitada a las meninges y el plexo coroideo, su nimero aumenta
de forma drastica durante procesos infecciosos o de enfermedad autoinmune, y su
localizaciéon anatémica se extiende al parénquima, debido probablemente al
aumento de diferentes citoquinas involucradas en la activaciéon de la célula
dendritica (Matyszak et al, 1996).

El ejemplo méas claro de como las células dendriticas pueden estar
implicadas en procesos inflamatorios del SNC lo encontramos en la esclerosis
multiple, ya que estas células se han relacionado directamente tanto con el inicio
como con el transcurso de la enfermedad (revisado por McMahon et al, 2006).

El origen de las células dendriticas del SNC no esta claro ain hoy en dia,
de manera que mientras unos estudios apoyan la hipétesis de que provienen de
células precursoras periféricas de la sangre, otros demuestran cémo la microglia
en cultivo puede desarrollar caracteristicas y marcadores propios de las células
dendriticas. Ademas, se ha postulado que la microglia puede desarrollar
propiedades de células dendriticas durante la inflamacién, de tal manera que
adquiere la capacidad presentadora de antigenos. Sin embargo, no hay que
olvidarse de que tanto macréfagos, como microglia y células dendriticas
presentan precursores mieloides comunes, por lo que muchas veces los
marcadores utilizados no permiten discernir de una forma definitiva a un tipo

celular del otro (revisado por McMahon et al, 2006).
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1.2. ACTIVACION GLIAL

El término “activacion glial” se utiliza para denominar la respuesta de los
astrocitos y la microglia ante la presencia de una gran cantidad de estimulos tales
como patdgenos, restos celulares u otros elementos “extrafios” tales como
precipitados proteicos anémalos en el medio extracelular. Dicha respuesta es
hetereogénea pero presenta procesos basicos como el cambio morfolégico, la
proliferacién y la fagocitosis, asi como la produccién de una gran cantidad de
mediadores pro- y antiinflamatorios.

En condiciones fisiolégicas, la microglia se encuentra en lo que hemos
denominado un estado de reposo o quiescencia. Sin embargo, esta descripcién no
debe llevarnos a confusién, ya que, como hemos explicado, se encuentra
continuamente rastreando el medio extracelular en busca de sefales que le
indiquen el estado general del entorno en el que se encuentra. En dichas
condiciones la microglia presenta, a diferencia del resto de macrofagos
(incluyendo los macréfagos perivasculares), una baja expresiéon de CD45 y del
complejo mayor de histocompatibilidad I (MHC 1II), de moléculas
coestimuladoras, asi como una baja capacidad endocitica y fagocitica. Esto es
debido a que la microglia se encuentra “inhibida” o “calmada” por una gran
cantidad de sefales que recibe de las neuronas y también de los astrocitos. Asi, la
activaciéon glial no s6lo se puede desencadenar tras la aparicién de sefiales
activadoras, sino también por la desapariciéon de las sefiales inhibidoras. Todas
estas sefales tienen como caracteristica comin que indican la existencia de
elementos peligrosos para la integridad funcional y estructural del SNC.

Las sefiales activadoras corresponden a factores que no estan normalmente
presentes en el medio, como componentes microbianos o componentes
intracelulares. Las neuronas también pueden secretar activamente proteinas que
producen la activaciéon de la glia, como las quimioquinas CCL21 y CXCL10 o
diferentes neurotransmisores, como el glutamato (revisado por Biber et al, 2007).
Dentro de este grupo también se encuentran aquellas moléculas que sélo estan
presentes en condiciones muy especificas, como complejos inmunoglobulina-
antigeno o particulas opsonizadas, asi como aquellas que estdn presentes de

forma anormal, como los precipitados proteicos. Todas estas sefales son
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detectadas por una gran variedad de receptores presentes tanto en la microglia
como los astrocitos.

Las sefales inhibidoras son aquellas cuya disrupcién puede desencadenar
la activacion. Estas sefiales engloban los contactos intercelulares neurona-glia,
como las parejas CD200-CD200R, CX3CL1-CX3CR1, SIRPa-CD47 (revisado por
Hanisch et al, 2007) y CD22-CD45 (Mott et al, 2004), y factores solubles liberados
al medio por las neuronas que reflejan su estado de actividad, como los
neurotrasmisores o los neuropéptidos. Dentro de este grupo también podemos
incluir otros factores como las citoquinas antiinflamatorias interleuquina-10 (IL-
10), TGF-B o IL-1ra y diversos glucocorticoides, que son producidos y liberados
constitutivamente por las propias células gliales (John et al, 2003).

Tanto los astrocitos como la microglia sufren cambios morfolégicos
durante la activacién glial, aunque la microglia sufre cambios mucho maés
drésticos que, sin embargo, ocurren de una forma progresiva, lo que hace que se
puedan diferenciar las tres fases ya descritas antes: microglia quiescente,
microglia activada, que presenta las prolongaciones hipertrofiadas, y la microglia
ameboide. Algunos autores afaden una cuarta fase intermedia, la microglia
hiperramificada, que se encuentra entre las fases de microglia quiescente y la
activada, y cuya presencia se ve incrementada con la edad (Streit et al, 1999). Sin
embargo, los cambios que la microglia sufre se ven cada dia mas como un proceso
variable y adaptativo, mas que un proceso estereotipado y gradual, de tal forma
que la microglia mostraria un fenotipo variable segiin el entorno en el que se
encuentre (van Rossum et al, 2004; Schwartz et al, 2006).

Como hemos dicho, la activaciéon glial se caracteriza, ademas, por el
aumento de una amplia bateria de proteinas entre las que se incluyen facores
neurotréficos que aumentan la supervivencia de las neuronas, y mediadores pro y
antiinflamatorios tales como citoquinas, quimioquinas, prostaglandinas, NO y
ROS. Por su parte, los astrocitos sintetizan GFAP, S1003, MAO-B, factores tréficos
como NGF, CNTF, BDNF, VEGF, ILF1 y LIF quimioquinas como IL-8, y factores
como el GM-CSF y M-CSF que promueven la proliferaciéon de las células
microgliales y su diferenciaciéon (revisado por Farina et al, 2007). La microglia
también sintetiza factores tréficos, como el NGF o el NT-3 (Elkabes et al, 1996), asi

como un gran numero de proteinas de membrana, como el receptor del
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complemento 3 (CR3), el MHC II y moléculas coestimuladoras, citoquinas,

quimioquinas y enzimas como NOS-II y COX2.

MHCIl cR3

MICROGLIA ASTROCITO

Figura 7. Algunas de las proteinas producidas por los astrocitos y la microglia durante la
activacion glial
No podemos olvidar que la activacion glial es un proceso que se
desencadena precisamente cuando tiene lugar la presencia de algin estimulo
potencialmente peligroso y que, por lo tanto, tiene como objetivos principales
acabar con dicha amenaza y promover la supervivencia neuronal. Ademas, la
activacion glial es, por lo general, un proceso que persiste por un periodo de
tiempo muy limitado debido a que estd altamente controlado, gracias a la
existencia de un gran nimero de elementos reguladores. Entre estos elementos

encontramos las citoquinas antiinflamatorias, secretadas tanto por astrocitos como

por microglia, o por los linfocitos Th2 infiltrados en determinadas ocasiones,

quimioquinas antiinflamatorias, como la fractalkina o CX3CL1 producida por los

astrocitos y por las neuronas, y por supuesto, la desaparicién del estimulo que ha

desencadenado en primera instancia la activaciéon. Sin embargo, la presencia
prolongada o muy exagerada de la activacion glial puede dejar de ser beneficiosa
para pasar a exacerbar la muerte neuronal. Esto se debe al hecho de que astrocitos
y microglia, principalmente ésta ultima, pueden liberar gran cantidad de
compuestos neurotdxicos como el NO, las ROS o el TNF-a, asi como otros
mediadores que inducen reacciones secundarias por parte de células que se hayan

infiltrado.
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Figura 8. Esquema que ilustra los mediadores que estan implicados en la activacién glial, y sus

posibles consecuencias neurotdxicas

Asi, muchas lesiones agudas como la axotomia, trauma fisico o infarto
cerebral se caracterizan por una rapida microgliosis o activacién glial aguda, que
suele tener una corta duracién, de manera que los dafios que se producen suelen
ser menores, a pesar de que en ocasiones ciertos factores, como las elevadas
concentraciones de ciertas citoquinas, el tipo particular de factor activador o la
posible disrupcion de la BHE, pueden conllevar un agravamiento de las lesiones.

Por el contrario, nos encontramos con otras situaciones en las que existe una
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marcada y continua activacion glial, una activacién glial crénica. Tal es el caso de
enfermedades como el Alzheimer o la esclerosis multiple, en las que se piensa, y
hay cada dia mas estudios que asi lo prueban, que la activacion glial produce tal
cantidad de productos neurotéxicos que finalmente llega a exacerbar la muerte

tanto de neuronas como de oligodendrocitos.

1.2.1. PROLIFERACION

Ante la apariciéon de estimulos proinflamatorios se produce un rapido
incremento en la tasa de proliferacién tanto de la microglia como de los astrocitos.
Los principales estimulos de la proliferacion de la microglia incluyen las
citoquinas M-CSF, GM-CSF, producidos principalmente por los astrocitos, y la IL-
1 e IL-6, producidas por la propia microglia. Por otro lado, la proliferacion de
los astrocitos la promueven tanto la IL-1f3 como las quimioquinas CXCL10 y CCL5

(Bajetto et al, 2002; Hanisch, 2002).

1.2.2. FAGOCITOSIS Y PRESENTACION DE ANTIGENO

La fagocitosis es una de las funciones mas importantes realizadas por la
microglia, ya que este proceso es el que permite eliminar patégenos, proteinas y
restos celulares del medio extracelular. Como hemos comentado, la activaciéon
glial presenta cierta hetereogeneidad en funcion de la intensidad del estimulo, de
los factores desencadenantes, asi como de la regién en la que se produzca, de
forma que, mientras la presencia de un patégeno externo desencadena la
fagocitosis acompafiada de mediadores proinflamatorios, la presencia de células
apoptoticas promueve una mayor activaciéon de la fagocitosis y liberaciéon de

citoquinas antiinflamatorias (revisado por Hanisch et al, 2007).

FAGOCITOSIS DE PATOGENOS Y MOLECULAS EXTRANAS

La fagocitosis es uno de los primeros eventos que se producen durante la
activacion de la respuesta inmune, y es necesaria para retirar los patégenos, los
restos celulares y las células senescentes que mueren. Asi, ante la presencia de un
cuerpo extrafio en el medio extracelular, lo primero que se produce es el

reconocimiento por medio de los “pattern-recognition receptors” (PRRs). Los
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PRRs son aquellos receptores que reconocen patrones conservados en los
patégenos y que no se encuentran en los eucariotas. Sin embargo, se hipotetiza
que estos receptores no sélo tienen un papel importante en enfermedades
infecciosas, sino que también se encuentran involucrados en una gran cantidad de
enfermedades neurodegenerativas que cursan sin la presencia de ningun
patégeno como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson o en la isquemia, lo cual indica que su papel no sélo pasa por el

reconocimiento de organismos patégenos (revisado por Farina et al, 2007).
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Figura 9. PRRs en la membrana citoplasmatica de la microglial (Block et al.)

Algunos PRRs son ademads receptores fagociticos, que activan las vias de
transduccién necesarias para que se produzca la reorganizacién del citoesqueleto
imprescindible para que tenga lugar la fagocitosis. Estos receptores incluyen

grupos de PRRs como los receptores Scavenger, las lectinas, y otras integrinas

como las que reconocen la fibronectina y la vitronectina, ademas de los receptores

Fcy y los receptores del complemento. Otros receptores PRRs no fagociticos, como
el caso de los “toll-like receptors” (TLRs), no inducen la fagocitosis pero presentan
un papel de cooperacion con los receptores fagociticos para activar respuestas

inflamatorias (revisado por Underhill et al, 2002; Aderem, 2003).
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Aunque la microglia quiescente s6lo expresa niveles bajos de CR3, y no
expresa CD14 ni receptor de manosa (Aloisi et al, 2000), el reconocimiento de los
patégenos a través tanto de CR3 como de otros PRRs basales es suficiente para
inducir un rapido incremento de estos mismos receptores, lo cual permite que se
produzca un aumento de su capacidad fagocitica independiente de anticuerpos,
en la que no es necesaria la induccién de la inmunidad adaptativa.

Por otro lado, la microglia también puede realizar la fagocitosis mediada
por anticuerpos. Esta tiene lugar mediante los receptores Fcy, que reconocen los
anticuerpos unidos a los patégenos. Para que ésta se produzca, si es necesaria la
induccién de la inmunidad adaptativa, en la cual lo primero que tiene lugar es la
activacion de los linfocitos T virgenes en los 6rganos linfaticos y no en el
parénquima del SNC, ya que la microglia del parénquima no es una buena
presentadora de antigeno (APC) debido a los bajos niveles de MHC II y de
proteinas coestimuladoras que presenta, y a que parece los linfocitos T virgenes
no cruzan la BHE.

Los linfocitos T activados presentan dos fenotipos diferentes, Th1l y Th2,
que se determinan ya en los 6rganos periféricos cuando se activan. Los linfocitos
Thl secretan IL-2, IFNy y TNF-a, y se relacionan mas con respuestas
proinflamatorias, mientras que los Th2 secretan IL-4, IL-10 e IL-13, que limitan la
inflamacién del SNC y pueden limitar los efectos nocivos de los linfocitos Th1.

Una vez activados, los linfocitos T tienen que ser reestimulados mediante
la presentacion del antigeno, la cual la pueden llevar a cabo los macréfagos
perivasculares, que se encuentran muy cercanos al torrente sanquineo y presentan
expresion de MHCII y moléculas coestimuladoras constitutivamente y también la
microglia del parénquima, ya que los linfocitos T activados pueden atravesar la
BHE (Aloisi et al, 2000).

A pesar de que el papel de la microglia como APC ha sido cuestionada,
diferentes trabajos han demostrado que los niveles tanto de MHC II como de las
diversas moléculas de adhesion/coestimuladoras como CD11a, CD58, CDS80 y
CD86 necesarias para la reestimulacion aumentan durante la inflamacion del
SNC. Y, aunque dicha capacidad varia mucho en funcién del sistema
experimental utilizado, se ha visto que la microglia in vitro tiene la capacidad de
fagocitar, procesar y presentar antigenos a los linfocitos T. Ademads, aunque la

microglia procedente del cerebro de ratones neonatos es una APC mas eficiente,
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se ha demostrado que la microglia de cerebro adulto activada in vivo induce la
funcién de los linfocitos T efectores, lo cual seria debido en gran medida a que la
produccion de IFNy por parte de los linfocitos T preactivados induce la sintesis de
MHC 1II y las moléculas coestimuladoras necesarias para la presentacién del
antigeno (revisado por Aloisi, 2000; Aloisi et al, 2001).

Aunque también se ha visto variacion en cuanto a su posible funcién como
APC, los astrocitos pueden llegar a expresar MHC II sélo ocasionalmente, y su
capacidad como APC es, incluso in vitro, muy pobre. Se ha visto, sin embargo,
que en ocasiones puede presentar péptidos antigénicos y algunos lipidos

antigénicos a los linfocitos Th2 (revisado por Aloisi, 2000; Aloisi et al, 2001).
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Figura 10. Receptores implicados en la fagocitosis (Underhill et al, 2002).

FAGOCITOSIS DE CELULAS NECROTICAS

El proceso por el que tiene lugar el reconocimiento y la fagocitosis de las
células necréticas es menos conocido que en el caso de las células apoptoéticas. La
necrosis se define como una muerte celular en la que, en contraposicién con la
apoptosis, tiene lugar la disrupciéon de la membrana plasmatica y la liberacion al
medio del contenido citoplasmatico (Kitanaka et al, 1999; Denecker et al, 2001;
Kalai et al, 2002). Diferentes estudios muestran cémo la necrosis viene

acompafiada de la activaciéon de las células gliales (Witting et al, 2000), aunque
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existen trabajos en los que no ven que las células necréticas tengan un efecto
inflamatorio (Brouckaert et al, 2004).

En este sentido, podemos pensar que en las células gliales se produciria un
efecto analogo al visto en otros macréfagos, en los que las células necréticas
inducen una respuesta inflamatoria mediante la activacion de NF-«B a partir de la
accion de los receptores TLR (Li et al, 2001). De hecho, gran namero de moléculas
liberadas por las células necréticas, como diferentes HSPs, el fibrin6geno o
HMGB], constituyen los llamados “ligandos endégenos” de los receptores TLR,
que inducen la produccién de mediadores proinflamatorios (revisado por Beg,
2002; Tsan et al, 2004; Papadimitraki et al, 2007), a partir de la unién a dichos
receptores (especialmente de TLR2 y TLR4).

FAGOCITOSIS DE CELULAS APOPTOTICAS

La fagocitosis de las células apoptdticas comienza con el reconocimiento
de las mismas gracias la presentacion de sefiales especificas en su membrana
citoplasmatica, las cuales se unen directa o indirectamente a receptores presentes
en la membrana plasmatica de la microglia. Dichas sefiales incluyen carbohidratos
o residuos oxidados, sitios de unién para diferentes moléculas extracelulares
como por ejemplo el complemento y moléculas intracelulares que se externalizan
durante el proceso apoptético (revisado por Wu et al, 2006; Adayev et al, 1998).

Uno de los cambios mejor caracterizados durante la apoptosis es la
externalizacion de la fosfatidilserina, un fosfolipido que se encuentra
normalmente en la cara citoplasmaética de las células, pero que ya en las primeras
fases de la apoptosis pasa a la cara extracelular (Li et al, 2003). La fosfatidilserina
es reconocida directa o indirectamente por diferentes receptores presentes en la
membrana citoplasmaética de la microglia, como el receptor de vitronectina (a3
integrin), el receptor tirosina quinasa MER, el receptor P2-glicoproteina-1 y el
receptor de fosfatidilserina (PSR) (revisado por Witting et al, 2000).

La fagocitosis de células apoptéticas se caracteriza por la inhibicién de la
respuesta inflamatoria debido a la produccién activa de citoquinas
antiinflamatorias como el TGF-p y la IL-10 y la disminucién de las citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a y la IL-12 (revisado por Savill et al, 2000; Wu et

al, 2006). Estos efectos estan mediados por diferentes receptores, como TREM2, un

32



Introduccion C/EBPs en la activacion glial

receptor descrito recientemente presente en la membrana citoplasmaética de la
microglia, cuya activacién comporta un aumento de la capacidad fagocitica por
parte de la microglia, asi como una disminucién en la produccién de diferentes

mediadores proinflamatorios, como TNF-a, IL-1p o NOS-II (Takahashi et al, 2005).

1.2.3. MEDIADORES INFLAMATORIOS

EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El complemento es un sistema de defensa formado por proteinas solubles
y asociadas a membrana, disefiadas para llevar a cabo cuatro funciones
principales: reconocimiento de las células diana, opsonizacién, estimulacién
proinflamatoria y muerte celular directa mediante lisis. En el SNC, estas proteinas
son sintetizadas tanto por las células gliales como por las neuronas. El
complemento presenta dos vias principales: la via cldsica y la alternativa.

La via clasica comienza con la unién del componente Clq a la diana, bien a
través del complejo antigeno-anticuerpo o bien por la interacciéon de Clq con
moléculas no inmunes, como pentraxinas o activadores del complemento, como
ADN, ARN, proteina C-reactiva, LPS e incluso por la proteina f-amiloide fibrilar
(Rogers et al, 1992). Por ello, el complemento es un sistema que puede formar
parte tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa. La interaccién de Clq
activa una cascada de proteasas (Clr, Cls, C4, C2 y C3) que amplifica la respuesta

e inicia el proceso de opsonizaciéon. La via alternativa comienza con la unién e

hidrélisis espontanea de C3, que es el elemento en que las dos vias ser unen, ya
que Los activadores del complemento, como en el caso de Clq, también pueden
mediar la unién de C3b, que se genera por hidrélisis espontanea continuamente
en bajas cantidades en el suero. C3b y C4b, productos de la hidroélisis de C3 y C4,
se unen cerca de Clq en el tejido diana y se convierten en ligandos para los
receptores del complemento, presentes principalmente en las células microgliales,
especialmente el CR3 que, como ya se ha explicado, la microglia presenta de
forma constitutiva y se ve rapidamente incrementado durante la activacién, lo

cual permite una rapida respuesta ante la aparicion de cualquier patégeno.
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Figura 11. Esquema de la via clasica y la via alternativa del sistema del complemento

Cuando el complemento esté totalmente activado, el resto de componentes
se ensamblan formando el MAC o complejo de lisis, que forma un poro y produce
finalmente 1la lisis de la célula. Adema4s, el complemento se encarga de amplificar
la inflamacién, ya que productos derivados de la hidrolisis de las diferentes
proteinas, como C3a, C4a y Cba, también conocidas como anafilotoxinas, estan
implicadas en la quimiotaxis y activacion de la microglia (revisado por Nataf et al,
1999).

Aunque existe una gran cantidad de mecanismos que pueden detonar la
activacion del complemento, también encontramos toda una serie de mecanismos
protectores, que defienden a las células propias del sistema del complemento,
entre los que se encuentran el inhibidor de C1, la proteina de unién a C4, “decay
acceleratin factor” o las proteinas CD46 y CD59 (McGeer et al, 2001).

Sin embargo, en ciertas situaciones como la enfermedad de Alzheimer, en
la que el péptido [B-amiloide es uno de los activadores no inmunes del

complemento, se ha visto un aumento de las proteinas que forman el
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complemento, y que las neuronas dafiadas presentan el sistema MAC insertado en
sus membranas, de modo que se piensa que dicha activacién podria exacerbar el

dafio neuronal.

CITOQUINAS

Las citoquinas son un grupo hetereogéneo de pequefias moléculas que
acttan de una forma autocrina, paracrina y endocrina mediando gran namero de
funciones del sistema inmunitario, que es donde se han descrito la mayoria de
ellas. Estas proteinas actdan a través de la unién a receptores de membrana,
regulando procesos como el crecimiento, la supervivencia celular o Ila
diferenciacién entre otros. Las citoquinas engloban un gran niimero de subgrupos
que incluyen interleuquinas (IL), interferones (IFN), factores de necrosis tumoral
(TNF), factores de crecimiento, factores estimuladores de colonias (CSF) y
quimioquinas.

Como ocurre con otros mediadores inflamatorios, existen gran cantidad de
estimulos que activan la produccién de las citoquinas, de manera que durante la
activacion glial tanto la microglia como los astrocitos producen gran ntimero de
citoquinas. En el SNC, las citoquinas, beneficiosas en cuanto a que median
muchas de las funciones de los astrocitos y la microglia, se han relacionado con
los efectos neurotéxicos de la activacion glial, producidos especialmente cuando
persisten altos niveles de estas moléculas durante periodos prolongados de
tiempo.

Las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias como tales no existen,
debido a que muchas de ellas pueden presentar ambos tipos de funciones
dependiendo del receptor al que se unan, el tipo celular en el que se encuentre
dicho receptor y las sefiales adicionales que lleguen a las células. Sin embargo
aqui diferenciaremos estos dos grupos formados clasicamente para distinguir
aquellas a las que se les atribuyen madas acciones proinflamatorias de las que

presentan un perfil mas antiinflamatorio.
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Figura 12. Efectos de las citoquinas en astrocitos y microglia: (-) significa una disminucién, (+) un

incremento (Xiao et al, 1998).

Citoquinas proinflamatorias

INF-a

El TNF-a, producido principalmente por la microglia, macréfagos y
células T, presenta un papel central en la activacion glial. Esta citoquina actta en
forma de trimero mediante la unioén a dos receptores, TNFRI y TNFRII, lo cual
inicia vias de transduccién de sefiales que incluyen la activacién de la cascada de
MAPK vy la translocaciéon del factor NF-xB al ntcleo, lo que dard lugar a la
activacion de la transcripcion de un gran ntimero de genes.

El TNF-a promueve la fagocitosis por parte de la microglia, induce el
reclutamiento de los neutrdfilos y monocitos mediante la activacién de la
produccién de diferentes quimioquinas como el MCP-1, y activa la produccién de

diferentes metaloproteinasas (revisado por Gosselin et al, 2007).

IL-1

Esta familia consta de 3 componentes. Los dos primeros, IL-1a e IL-13, con
tan solo un 30% de homologia, tienen diferentes mecanismos de expresion,

sintesis y secrecién y acttian como agonistas, mientras que el tercero, IL-1ra, es un
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inhibidor endégeno de los primeros, ya que se une a los mismos receptores pero
no induce ninguna sefial intracelular.

La IL-1p, cuya fuente mayoritaria en el SNC es la microglia (Brenneman et
al, 1992; Rothwell et al, 1993), a diferencia de la IL-1a es secretada y aumenta de
una forma rapida en el SNC en condiciones patolégicas. Esta citoquina presenta
un gran ndmero de acciones producidas gracias a la unién a su receptor que,
como en el caso del TNF-a, conlleva la transcripcion de gran nimero de genes a
través de la activacion de la cascada de MAPK y de la translocaciéon de NF-«B.

Asi, la IL-1 activa los procesos necesarios para una rapida cicatrizacion del
dafio producido, como el “neuronal sprouting”, la neovascularizacién, o la
produccién de factores neurotréficos como el NGF o el CNTF, lo cual le confiere
un efecto neuroprotector. Sin embargo, también se ha visto que promueve la
sintesis de metaloproteinasas y de citoquinas como la IL-6 y quimioquinas, y la
produccién de radicales libres, de tal manera que existen muchos trabajos en los
que se ha visto que su inhibicién mediante diferentes mecanismos conlleva una

reduccién de la neurodegeneracion (Gosselin et al, 2007).

IFNy

El IFNy es el tnico componente del subtipo II de la familia de los
interferones. Aunque su presencia se relaciona con la de sus principales
productoras, las células T y las células NK (natural killer), se ha visto que en el
SNC también existe una produccién endégena.

El IFNy tiene un papel central en la regulacién de la actividad inmune, ya
que su accién sobre la microglia causa la expresiéon de una ingente cantidad de
genes involucrados en el proceso inflamatorio entre los que encontramos
receptores de Fc y del complemento, moléculas de adhesién, la produccién y
secrecion de citoquinas (TNF-a, IL-1, IL-6), de complemento y de NO. Ademas, el
IFNy induce la sintesis de muchas moléculas de superficie, como el MHC 1II,
ICAM-I y moléculas coestimuladoras, lo cual confiere a la microglia la capacidad

presentadora de antigeno (Hanisch, 2002).
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IL-6

En el SNC la microglia es la principal fuente de esta citoquina que, como la
IL-1 y el TNF-q, acttia en el inicio de la respuesta inflamatoria. La expresion de IL-
6 es inducida por parte de la IL-1, y, como ésta, presenta funciones pro- y
antiinflamatorias, como el crecimiento y la diferenciacién de los linfocitos B

(Hanisch, 2002).

Otras citoquinas proinflamatorias

Ademads de las ya explicadas, existen otras citoquinas proinflamatorias
expresadas en el SNC durante diversos procesos proinflamatorios, como la IL-12,
que induce la produccién de TNF-a o de NO por parte de la microglia (Jana et al,
2003b; Ahmed et al, 2003) y que, de igual manera que la IL-18, estimula las células
NKy los linfocitos Thl.

Citoquinas antiinflamatorias

Aunque la mayoria de los estudios se han centrado en las citoquinas
proinflamatorias, las antiinflamatorias ejercen un papel modulador muy
importante en la activacion glial, ya que son éstas las que permiten en muchas
ocasiones disminuir la produccién del resto de mediadores proinflamatorios. Asi,
citoquinas como la IL-10 o el TGF-p, que producen las mismas células gliales,
hacen que se produzca la disminucién de la producciéon de citoquinas
proinflamatorias, quimioquinas, radicales de nitrégeno y oxigeno y la expresion
de moléculas asociadas a la presentaciéon de antigeno (revisado por Aloisi, 2001;
Heneka et al, 2007). Por su parte, IL-1ra bloquea los efectos de IL-1la e IL-1f,
mientras que IL-4 podria inhibir la activacién microglial mediante la induccién de
la expresiéon de CD200 en neuronas (Lyons et al, 2007).

Estas citoquinas podrian tener implicaciones importantes en el tratamiento
de enfermedades en las que la activacién glial exacerbada se erige como causa de
la neurodegeneracion, ya que se ha visto que el tratamiento con éstas podria
disminuir los efectos neurotéxicos que se dan en algunas enfermedades como, por

ejemplo en el dolor neuropatico (Ledeboer et al, 2007).
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QUIMIOQUINAS

Las quimioquinas (de la palabra inglesa chemokines, forma acortada de
chemoattractant cytokines) se describieron inicialmente como un grupo de
citoquinas involucradas en la regulaciéon de la migracion leucocitaria durante las
respuestas inflamatorias. Hasta el momento han sido identificadas 50
quimioquinas, clasificadas en cuatro familias, CXC, CC, XC y CX3C, de acuerdo
con la secuencia de cisteinas conservadas en el extremo N-terminal (revisado por

Charo et al, 2006).
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Figura 13. Familias de quimioquinas. Dentro de la circunferencia se indican los componentes de las
familias, que estan distribuidas en grupos segun el receptor al que se unen (en el interior) (Bajetto et

al, 2002).

Los efectos de las quimioquinas vienen dados por su unién a receptores de
alta y baja afinidad, de los cuales han sido descritos 20 y cuya nomenclatura viene
dada por la familia de las quimioquinas a las que se unen. Asi, hay 5 receptores
CXC (CXCR1 a CXCR5), 11 receptores CC (CCR1 a CCR11) y los receptores
CX3CR1, que se unen a los tinicos componentes de las familias CX3C y XC (la
fractalkina o CX3CL1 y la linfotactina o XCL1). La relacioén entre las quimioquinas
y sus receptores es compleja y promiscua, es decir, multiples quimioquinas se

unen a un mismo receptor y una quimioquina se puede unir a més de un receptor.
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Todos estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores de siete
dominios transmembrana (7TMD), los cuales, a través de proteinas G, activan vias
de transducciéon como la via Akt y la via de las MAPK, mediante las cuales se
modulan procesos como la supervivencia celular, la quimiotaxis o la proliferacién

celular entre otras (Cartier et al, 2005) (ver figura 15).
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Figura 14. Vias de transduccion activadas por la unién de las quimioquinas a sus receptores (Cartier

et al, 2005).

Aunque en un primer momento, como se ha comentado, las quimioquinas
se describieron como citoquinas inducibles que facilitan el reclutamiento de
poblaciones leucocitarias en los sitios de inflamacién, se han descrito numerosas
funciones, no sélo en condiciones inflamatorias, sino también en condiciones
fisiolégicas en el SNC, donde se ha descrito la presencia de gran ntimero de
quimioquinas y sus receptores (revisado por Cartier et al, 2005). Asi, en
condiciones fisioldgicas, se ha descrito su papel en procesos tan importantes
como la migracién de las células durante el desarrollo del SNC o la proliferaciéon
celular y el soporte tréfico (revisado por Bajetto et al, 2002; Cartier et al, 2005). Se
han descrito incluso acciones fisiolégicas propias de los neuromoduladores de las
sinapsis (Rostene et al, 2007). Existen, ademas, un gran namero de patologias,
tales como la esclerosis multiple, la enfermedad de Alzheimer o la demencia

asociada al virus del sida en las que se ha visto el posible papel neurotéxico que
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las quimioquinas y sus receptores podrian jugar (revisado por Bajetto et al, 2002;
Cartier et al, 2005; Ambrosini et al, 2004).

Durante la inflamacién del SNC, las células inmunes extravasadas, las
células endoteliales, los astrocitos y la microglia son fuentes potenciales de
quimioquinas. Los astrocitos activados pueden producir quimioquinas como
CXC3L1 (fractalkina), que ejerce un efecto inhibitorio sobre la microglia, y otras
quimioquinas como CCL2/MCP-1, CCL20, CXCL10, CXCL12, CXCL1, CXCL2 y
CCL5/RANTES, que inducen el reclutamiento de macréfagos, microglia, células
dendriticas y linfocitos B y T hacia las zonas de inflamacion (Farina et al, 2007).
Por su parte, la microglia produce una gran variedad de quimioquinas, muchas
de las cuales contribuyen al reclutamiento de linfocitos T, macroéfagos y células
dendriticas en el parénquima cerebral, como las quimioquinas CXCL8/IL-8,
CXCL10/IP-10, de la familia CXC, y otras de la familia CC (CCL3/MIP-1q,
CCL4/MIP-1B, CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES) (Ambrosini et al, 2004; Aloisi,
2001).

Ademaéds de producirlas, tanto los astrocitos como la microglia son
regulados de forma paracrina y autocrina por estos compuestos. Asi, mediante la
unién a multiples receptores presentes en la membrana de las células gliales, las
quimioquinas regulan procesos como la migracién, la proliferacion y la
produccién de citoquinas y de las mismas quimioquinas (ver figura 14).

Sin embargo, como pasa con las citoquinas, la produccién de las
quimioquinas estd bajo un estricto control. Asi, moléculas antiinflamatorias que
incluyen neuropéptidos, citoquinas (IL-4, IL-10, TGF-B) y PGE2, hacen que se
produzca una disminucién de la producciéon de las mismas por parte de la

microglia (revisado por Ambrosini et al, 2004).
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Figura 15. Funciones de las quimioquinas en astrocitos y microglia (Figura modificada de

Ambrosini, 2004).

OTROS MEDIADORES INFLAMATORIOS

COX-2

La ciclooxigenasa es una enzima que cataliza pasos claves en la sintesis a
partir del acido araquidénico de un amplio espectro de prostanoides, una familia
de metabolitos del &cido araquidénico que comprende prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxanos. Existen dos isoformas de la ciclooxigenasa, la COX-
1, con una expresién constitutiva y la COX-2, que se habia considerado
clasicamente inducible, aunque se ha visto que en el SNC se expresa también en
condiciones fisiolégicas contribuyendo a procesos como la actividad sindptica
(Minghetti et al, 2007).

Diversos estimulos proinflamatorios inducen la expresién de COX-2, tanto
en astrocitos como en microglia. De hecho, la misma prostaglandina E2 (PGE2),
producto mayoritario de la COX-2, induce la sintesis de mas COX-2 en la
microglia mediante la unién a los receptores.

Actualmente, el posible papel neuroprotector o neurotéxico que la COX-2

ejerce, despierta una gran controversia. Asi, parece que las cantidades y
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proporciones de los metabolitos que produce pueden determinar los efectos
finales de la actividad enzimatica de la COX, ya que algunos de ellos pueden ser
neuroprotectores, mientras que otros son neurotoxicos. Ademas, las funciones de
estos metabolitos pueden ser antiinflamatorias o proinflamatorias. Por ejemplo, si
bien se han descrito en muchas ocasiones las acciones antiinflamatorias de la
PGE2, existen otros estudios en los que se muestra el papel neurotéxico de la
misma. En este sentido encontramos diferentes estudios en los que se demuestra
que la inhibicién de este enzima conlleva efectos antiinflamatorios (revisado por
Heneka et al, 2007), como ocurre en el caso de los antiinflamatorios no esteroideos

(AINESs), los cuales inhiben la actividad de la COX.

NOS-1I

Existen tres isoformas de la enzima 6xido nitrico sintasa, la NOS-I (nNOS),
la NOS-II (iNOS) y NOS-III (eNOS), que es la enzima encargada de producir NO a
partir de la L-argininina. La sintesis de NOS-II se induce por una gran cantidad
de estimulos proinflamatorios a través de diferentes vias de sefializacién (revisado
por Saha, 2006) (ver figura 16).

En condiciones fisioldgicas, el NO est4 presente en bajas concentraciones y
juega un papel en la neurotransmisién y la vasodilatacién. Sin embargo, cuando
se induce la NOS-II, ésta produce grandes cantidades de este gas. E1 NO, cuando
estd muy concentrado, se convierte en un componente citotoxico capaz de matar a
los patégenos invasores. Ademas, al reaccionar con radicales libres de oxigeno se
forma el peroxinitrito, mas toxico atin que el propio NO.

Se ha visto que el NO, bien directamente o mediante la formacién del
peroxinitrito, puede ser un producto muy citotéxico incluso para las células
propias, contribuyendo a la muerte de los oligodendrocitos y de las neuronas.
Asi, su presencia se ha asociado a gran cantidad de patologias del SNC, como la
isquemia, el SIDA o varias enfermedades neurodegenerativas (revisado por

Heneka et al, 2007; Saha et al, 2006b; Brown et al, 2003).
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Figura 16. Vision general de las vias que activan la

expression de NOS-II (Saha et al, 2006a).

NADPH oxidasa

La NADPH es la principal enzima responsable de la produccién de ROS,
tanto extracelulares como intracelulares. La activacion glial conlleva la
translocacion de la NADPH oxidasa a la membrana y la consiguiente formacién
de radicales libres de oxigeno extracelulares. Como ocurria con el NO, los ROS
presentan funciones a bajas concentraciones tales como regulacion de factores de
transcripciéon como NF-kB o AP-1 (Block et al, 2007), pero pueden ser altamente
citotéxicos cuando sus concentraciones son muy elevadas, debido a que, ya sea
mediante la formacién de peroxinitrito junto con el NO o por si solos, son capaces
de dafiar las células de forma irreversible mediante la peroxidacion de lipidos y la

oxidacién de proteinas (para revision ver Heneka et al, 2007).

P21

P21¢ip1 pertenece a la familia Cip/Kip de los CdKIs, la cual incluye otros
miembros como p27 y p57. La funcién més conocida de esta proteina es la de
modular negativamente la progresion del ciclo celular mediante la inhibicion de la
actividad de los complejos ciclina/cdk2. Sin embargo, se ha visto que P21Cip!

también puede actuar en ocasiones como un regulador positivo del ciclo celular
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porque esta proteina estabiliza la unién de cdk4/cdké y las ciclinas D (revisado
por Gartel et al, 2005).

Aunque el principal regulador transcripcional de p21cirl es p53, existen
otros factores de transcripciéon que activan la transcripcion de P21Cipl, entre los
que encontramos Sp1/Sp3, STATs, Ap2 y C/EBPay C/EBPp (revisado por Gartel
et al, 1999).

El papel de p21Cirl en la activacion glial es muy poco conocido y no fue
hasta hace poco tiempo, cuando su implicacién en este proceso fue demostrado
por nuestro laboratorio en un estudio en el que se vio como diferentes parametros
de la activacién glial se veian alterados en su ausencia. Asi, se vio que tras la
activacién glial in vitro mediante el tratamiento con LPS, las células gliales de
ratones deficientes en p21Cirl presentaban una disminucién en la produccién de
NO y en la translocacion de NF-xB, mientras que la produccién de TNF-a se veia

incrementada (Tusell et al, 2005).

1.2.4. FACTORES DE TRANSCRIPCION EN LA ACTIVACION
GLIAL

En la activacion glial la aparicién de sefales extracelulares desencadena la
aparicion de una gran cantidad de cambios a nivel proteico, muchos de los cuales
tienen lugar gracias a la regulacién transcripcional. Los factores de transcripciéon
tienen una importancia clave en este proceso, ya que son los encargados de
traducir dichas sefales extracelulares y de regular la transcripcion.

Existen un ntmero relativamente pequefio de familias de factores de
transcripcién que parecen determinantes en la regulaciéon de todos estos cambios
que tienen lugar en los procesos proinflamatorios, entre las que se encuentran
CREB/ATF, Jun-Fos, STAT, NF-AT, NF-xB, y C/EBP (Akira, 1997). Nosotros aqui

nos centraremos en dos de estas familias: NF-xB y C/EBPs.

NF-KB

El NF-xB es uno de los factores de transcripcion mas estudiados y mejor
caracterizados, debido a que regula la transcripcion de muchos genes claves en
procesos inmunes e inflamatorios como citoquinas proinflamatorias, moléculas de

adhesion, proteinas de membrana o neuropéptidos (Baeuerle et al, 1996).
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NF-xB pertenece a los factores inmediatos o “early-immediate
transcription factors” ya que, tal como ocurre con otros factores como por
ejemplo los de la familia CREB, este dimero transfiere la sefial extracelular
directamente al ntcleo, permitiendo una rapida respuesta transcripcional. Esto se
debe a que su regulacién tiene lugar principalmente a nivel posttraduccional, de
manera que, ante la presencia de sefiales estimuladoras, la forma inactiva de NF-
kB, presente en el citoplasma de las células, se active y se transloque rapidamente
al nucleo, donde se unird a las secuencias kB presentes en los promotores de
muchos genes (O'Neill et al, 1997).

La forma activa de NF-xB estd compuesta por dos subunidades
pertenecientes a la familia Rel, la cual incluye cinco miembros (c-Rel, p50, p52,
RelA/p65 y RelB). Estas proteinas presentan una regién N-terminal altamente
conservada y una region C-terminal mucho maés divergente, que determina que la
especificidad de uniéon sea diferente. Asi, la formacién de diferentes
combinaciones diméricas constituye una modulacion de su actividad
transcripcional (Liou et al, 1993). Sin embargo, el dimero més frecuente en las
células es el compuesto por p50 y p65 (RelA) (Akira, 1997).

En condiciones basales NF-kB se encuentra en el citoplasma en forma
latente, formando un complejo con una proteina inhibidora perteneciente a la
familia IxB. Las proteinas de la familia IxB (IxBa, IkBf, IkBy) impiden la
translocacion de NF-xB debido a que al unirse tapan el sitio de localizacion
nuclear del dimero. Ademas, el IxBa es capaz de entrar en el ntcleo y disociar los
complejos ADN/NF-kB preformados. La activaciéon de NF-xB se produce gracias
a la fosforilacion de IkB, que permite que IkB se separe de NF-xB y sea
rapidamente ubiqiiitinizada y degradada. NF-xB puede entonces translocar al

nucleo y unirse al ADN.
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Figura 17. Activacion de NF-xB (O'Neill et al, 1997)

Existen gran cantidad de estimulos que producen la activaciéon de NF-xB
como neurotrofinas, neurotransmisores, citoquinas proinflamatorias como la IL-
18 y el TNF-a, o la radiaciéon ultravioleta. Ademads, los radicales de oxigeno
pueden jugar un importante papel en la activacion de NF-xB, ya que bajas
concentraciones de peréxido de hidrégeno son capaces de producir una rapida
activacion (Akira et al, 1997).

Sin embargo, el hecho de que NF-kB presente una mayor importancia en
neuroproteccion frente a la neurodegeneracion es materia de debate, debido
sobretodo al hecho de que este factor presenta diferentes funciones en neuronas,
oligodendrocitos, astrocitos y microglia. Asi, en neuronas promueve la
proliferacion, el desarrollo y participa en aspectos de la funcién neuronal, aunque
también media la apoptosis inducida por f-amiloide. Por otro lado, su papel en la
activaciéon de muchos genes proinflamatorios en las células gliales le confiere un
papel potencialmente neurotdxico, de tal manera que existen evidencias de que
mientras que NF-kB es necesario para la supervivencia neuronal, una cantidad

muy elevada de NF-xB activado puede conllevar efectos neurotdxicos en

enfermedades como el Alzheimer o el Parkinson (revisado por Pizzi et al, 2006).
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CCAAT/ENHANCER BINDING PROTEINS (C/EBPS)

Las proteinas C/EBP pertenecen a la familia de factores de transcripcion
bZIP, en la que también se encuentran otros factores de transcripciéon muy
importantes como c-jun, c-fos (AP-1) o CREB.

El primer componente de esta familia fue descubierto por el laboratorio
de Steve McKnight, y lo denominaron C/EBP (de “CCAAT/Enhancer Binding
Protein”) debido a que vieron que se unia a la secuencia CCAAT presente en los
promotores de muchos genes y también al nicleo de la region homologa de
muchos enhancers de virus. A partir de éste, 5 componentes mas fueron
descubiertos por diferentes laboratorios. Todos ellos presentan mas de un
nombre, debido a que la mayoria fueron descubiertos de forma simultanea por
diferentes grupos. Sin embargo, hoy en dia la nomenclatura mas utilizada es la
propuesta por Cao (Cao, 1991) segun la cual a la raiz “C/EBP” se le afiadié una
letra griega en referencia al orden cronolégico del descubrimiento de las mismas,
de tal manera que la familia de C/EBPs la forman C/EBPaq, -B, -6, -y, -e y -C.

Todos los componentes de esta familia tienen una estructura constante,
formada por dos dominios principales: el dominio bZIP y el dominio de
activacion. En el extemo C-terminal encontramos el dominio bZIP, con una

homologia superior al 90% entre los diferentes C/EBPs. Este dominio esta

compuesto por una regiéon de unién al ADN, cuya secuencia de aminodacidos
determinaré la especificidad de unién a los promotores de los genes, y una regién

de dimerizacién denominada “cremallera de leucina”, que consiste en una

secuencia repetitiva de heptdmeros con 4 6 5 leucinas que adquieren una
configuracién a-helicoidal y que se pueden intercalar con las leucinas de otra
“cremallera de leucina” para formar un dimero mediante el establecimiento de
interacciones electrostaticas entre los aminoacidos de la regiéon de dimerizacion.
Los miembros de la familia C/EBP pueden formar dimeros entre ellos o con los de
otras familias como la familia NF-xB y las Fos/Jun (revisado por Ramiji et al,
2002).

El extremo N-terminal de las proteinas C/EBPs es mucho mas divergente
que el resto de la proteina, excepto por tres pequefas subregiones que forman el
dominio de activacién, por el cual estos factores de transcripcién interaccionan

con proteinas del aparato de transcripcion. Este dominio estd presente en todos
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los componentes de la familia C/EBP excepto en C/EBPy, por lo que se le
considera como un dominante negativo, ya que es capaz de forman dimeros, pero

no de llevar a cabo la activacion de la transcripcion.

bZIP

COOH inio de t T = -NH,

Figura 18. Estructura de la familia de los C/EBPs

De hecho, la dimerizacién se ha erigido como un mecanismo regulador
muy importante, ya que tanto la actividad transactivadora como la especificidad
de unién al ADN pueden verse altamente modificados por las proteinas que
dimerizan con los C/EBPs (revisado por Ramiji et al, 2002; Schrem et al, 2004;
Lekstrom-Himes et al, 1998).

En este trabajo nosotros nos hemos centrado en C/EBPa, C/EBPpP y
C/EBP9, ya que estos tres componentes estan muy relacionados entre si y son los
que se han relacionado de una forma mads clara con procesos inflamatorios tales

como la respuesta de fase aguda (Akira et al, 1997).

Regulacién de C/EBPa, C/EBPS v C/EBP6

Estos tres factores de transcripciéon pueden ser regulados a muchos
niveles, aunque tanto en el caso de C/EBPa como de C/EBPP y C/EBP9, la
transcripcién parece ser el principal mecanismo de regulaciéon. Asi, a nivel
transcripcional, la regulacion tanto de C/EBPa como de C/EBPP y C/EBPS, tiene
lugar gracias a la union a su promotor de diferentes factores de transcripciéon. En

el promotor del gen murino de C/EBPa encontramos sitios de unién a PU. 1,
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nuclear factor-1 (NF-1), NF-Y, upstream stimulating factor (USF), Basic
transcription element-binding protein (BTEB), NF-«xB y también a C/EBP, gracias
al cual é] mismo puede autorregularse. Aunque en el promotor del gen humano
no existe este sitio de unién a C/EBP, se ha visto que la autorregulacion se sigue
produciendo de forma indirecta mediante la regulacién de unién del USF por el
propio C/EBPa (Ramji et al, 2002; Lekstrom-Himes et al, 1998).

Por su parte, C/EBPf presenta en su promotor diferentes sitios de unién
entre los que encontramos 3 de unién a UF1, UF2 y UF3 y dos de unién a Spl.
Como en el caso de C/EBPa, C/EBPp puede llevar a cabo una autorregulacién ya
que se ha visto que C/EBPp se une a UF1 y UF2 (Chang et al, 1995). Ademas, la
uniéon de CREB al promotor de C/EBPJ parece ser un factor importante tanto
para la expresién basal como para el induccién de C/EBP.

A diferencia de -a y de -3, C/EBP0 se encuentra raramente presente en
condiciones basales, y su expresion aumenta en determinadas situaciones, como la
adipogénesis o situaciones inflamatorias. De hecho, diferentes estudios
encontraron que la transcripcion de C/EBPS se encuentra inhibida de forma
constitutiva por LIP y C/EBPC, que se unen a C/EBPS6 impidiendo la formacién
de homodimeros 6-8 y por consiguiente su propia activacién (Ramiji et al, 1993). El
promotor de C/EBP® contiene un sitio de unién de “signal-transducer and
activator of transcription 3” (STAT-3) asi como dos sitios de unién al mismo
C/EBPd, de tal forma que se cree que la activacion inicial de la expresion de
C/EBPS se lleva a cabo por la unién de STAT3, mientras que el mantenimiento
tendria lugar gracias a la autorregulacion (Schrem et al, 2004). Recientemente, se
ha visto que Spl, c-jun y c-Rel también podrian jugar un papel importante en la
activacion de C/EBP6 (Huang et al, 2007).

A nivel traduccional, tanto C/EBPa como C/EBPf, aunque no C/EBPS,
presentan un mecanismo de regulacion gracias a un proceso llamado “escaneo
ribosomal” (leaky ribosome scanning). Este proceso permite que a partir de un
tnico ARNm se produzca mas de una isoforma, debido a la existencia de mas de
un codoén de inicio de la traduccién (Descombes et al, 1991). Dichas isoformas
presentan una capacidad de transactivaciéon diferente debido a que muchas de
ellas no contienen el dominio de activaciéon completo. Ademas, se ha visto que la

proporcion de las diferentes isoformas puede variar en diferentes situaciones, lo
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cual conlleva cambios importantes de cara a su funcionalidad (revisado por
Lekstrom-Himes et al, 1998).

El tnico ARNm producido a partir del gen de C/EBPa puede dar lugar a
tres isoformas diferentes. Mientras que la primera de ellas, de 42 KDa, presenta
plena capacidad de transactivacion, las otras dos isoformas, de 30 KDa y 20 KDa,
producidas a partir del tercer y quinto codén de iniciacién respectivamente,
presentan una capacidad de transactivacion disminuida debido a que no
contienen todo el dominio de activacion (revisado por Lekstrom-Himes et al,
1998¢; Schrem et al, 2004; Ramyji et al, 2002).

En el caso de C/EBPP, también encontramos que a partir de su tnico
ARNm se producen tres isoformas diferentes, Full (38 KDa), LAP (32KDa) y LIP
(20 KDa). En este caso, tanto Full como LAP contienen el dominio de
transactivacion intacto, mientras que en el caso de LIP este dominio falta. LIP
acttia, de hecho, como un dominante negativo, porque dimeriza como lo hacen
LAP o Full, e impide la transactivacion. De hecho, lo que determina la funcién
final de este factor de transcripcion es la relacion LAP/LIP, de tal manera que
dicha proporcién es més importante que la cantidad absoluta de LAP, y la
activaciéon de la transcripciéon génica se produce cuando dicha relaciéon se ve
incrementada (revisado por Descombes et al, 1991).

A nivel postraduccional, se ha visto que, a pesar de que se han descrito
también acetilaciones y sumolizaciones, la fosforilacién constituye el principal
mecanismo de regulacién, aunque también tiene lugar una modulacién muy fina
mediante las interacciones proteina-proteina.

Si bien la fosforilacion no aparece como mecanismo principal en la
funcionalidad de C/EBPag, existen trabajos que muestran la regulaciéon mediante la
fosforilacién de alguno de sus residuos de serina, provocando la disminucién de
su actividad de unién al ADN o su degradacién (revisado por Lekstrom-Himes et
al, 1998c¢).

En el caso de C/EBPf, existen muchos trabajos que defienden la
fosforilacién como un mecanismo basico en la regulacion de esta proteina. Asi, se
ha visto que la fosforilacién de diferentes serinas y treoninas por diferentes
quinasas como la PKC, la PKA o la RSK90 puede regular diversos procesos como
el transporte de C/EBPP del citoplasma al ntcleo o viceversa, asi como su

actividad transactivadora (revisado Schrem et al, 2004; Ramji et al, 2002). Un
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estudio del laboratorio del Dr. Smale en macréfagos mostré cémo, a pesar de que
efectivamente existen multiples sitios de fosforilacién, ésta se produce de manera
constitutiva de forma que el C/EBPp presente en la célula se encuentra totalmente
activo y la fosforilacion no parece determinar la activacion de C/EBPp tras la
llegada de un estimulo (Bradley et al, 2003).

En cuanto a C/EBPS, aunque existen menos estudios al respecto, se ha
visto que la fosforilacion mediada por p38 podria afectar a su capacidad
transactivadora (Svotelis et al, 2005).

Como hemos dicho anteriormente, la dimerizacién puede jugar un papel
importante como mecanismo regulador debido a que determina tanto la actividad
transactivadora de los C/EBPs como los genes que seran regulados por dichos
dimeros. Asi, se ha visto que los heterodimeros formados por las proteinas
C/EBPs y los componentes de la familia CREB/ATF presentan una especificidad
de unién diferente a la de los homodimeros de estas familias, de tal manera que
activan la transcripcion de genes diferentes porque no se unen a sitios C/EBPs. De
la misma manera, se vio que los C/EBPs forman heterodimeros con los
componentes de la familia NF-kB, y cuando esto ocurre se produce una
potenciaciéon de la unién a las secuencias C/EBPs frente a las secuencias kB
(revisado por Schrem et al, 2004).

Este proceso regulador lo encontramos también en la propia dimerizaciéon
entre componentes de la misma familia de C/EBPs. Asi, se ha visto que durante la
fase aguda, los dimeros formados por C/EBPa-C/EBPP son sustituidos por
dimeros - o p-6 lo cual conlleva cambios en la expresion génica (revisado por
Poli, 1998).

El estudio de estos factores de transcripciéon ha ido desvelando el papel
clave que tienen en procesos como la proliferacion y diferenciacion celular, el
metabolismo y la respuesta inflamatoria, especialmente en el tejido el adiposo, el
higado y en las células hematopoyéticas (Ramyji et al, 2002), tejidos en los que se ha

visto una mayor expresion (ver figura 19).
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BPa C/EBPS C/EBPS
Pulmén Pulmén Pulmén
Intestino Intestino Intestino
Higado Higado Higado (fase aguda)

Tejido adiposo Tejido adiposo Tejido adiposo
Linfocitos y Macroéfagos y Macréfagos
monocitos Glandula granulocitos Bazo
adrenal s
Rifién

Placenta

Figura 19. Tejidos en los que se expresan C/EBPa, C/EBPP y C/EBP6

Funciones

Diferenciacion celular

Una de las funciones més estudiadas y conocidas de los C/EBPs es el
papel clave que desarrollan durante la diferenciacién celular en varios tipos
celulares como adipocitos, hepatocitos o células mielomonociticas entre otras. De
hecho, la importancia de los C/EBPs en este proceso ha podido ser constatada
gracias al estudio con ratones deficientes en estas proteinas, los cuales presentan
un gran namero de alteraciones fenotipicas tanto en el tejido adiposo como en el
hepatico.

Su importancia en la adipogénesis ha sido confirmada por numerosos
estudios en lo que se ha visto un patrén de expresion diferencial entre C/EBPa, y
C/EBPp y C/EBPS, de tal manera que mientras que C/EBPP y C/EBPS presentan
un expresion elevada durante las primeras fases de diferenciacién, ésta disminuye
para dar paso a un aumento en los niveles de C/EBPa. Asi, se ha visto que la
expresion tanto de C/EBPP como C/EBPS es necesaria para el inicio del
programa de diferenciacién en respuesta a un estimulo hormonal, por el cual los
preadipocitos entran en el ciclo celular de forma sincrénica. Estos factores de
transcripcion inducen primero la expresion de PPARYy, que permite que el proceso
de diferenciacion contintie y, mas tarde, induce la expresion del propio C/EBPa,
el cual presenta unos niveles méximos de expresién en las fases iniciales de
diferenciacién cuando, junto con PPARY, se encarga de activar la aparicién de
marcadores especificos como la GLUT4, la proteina de unién a acidos grasos 422

(aP2) o la stearoil-CoA desaturasa 1 (SCD1), promoviendo y manteniendo el
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estado diferenciado (revisado por Ramji et al, 2002; Cao et al, 1991a; Akira et al,
1997) .

Este patrén de expresion se repite en la diferenciacion de los hepatocitos
(Lekstrom-Himes et al, 1998) aunque varia en las células mieloides. En este caso,
C/EBPa se asocia con los estados inmaduros, de tal manera que su expresioén es
elevada en los progenitores mieloides y disminuye durante las daltimas fases de la
diferenciacion granulocitica. Contrariamente, los niveles de C/EBPP son muy
reducidos en los mieloblastos y aumentan durante la diferenciacién terminal de

los macréfagos (revisado por Ramiji et al, 2002).

Proliferacion

C/EBPa se ha asociado a un papel inhibidor de la proliferacién celular, de
tal manera que diferentes trabajos muestran cémo la sobreexpresiéon de esta
proteina produce una disminucién de la proliferaciéon celular mientras que se han
encontrado mutaciones en el gen de C/EBPa en diferentes leucemias (Pabst et al,
2001).

Por el contrario, C/EBP parece jugar un importante papel en promover la
proliferaciéon celular, de tal manera que se ha visto la presencia de niveles
elevados de C/EBPp en diversos tumores (Sterneck et al, 2006; Zhou et al, 2001),
asi como una reduccién significativa de la tumorogénesis de la piel en los ratones

deficientes en C/EBPf presentan (Zhu et al, 2002).

Control del metabolismo

La importancia tanto de C/EBPa como de C/EBPpP como reguladores del
metabolismo se hace patente por el hecho de que estos factores de transcripcion
regulan la expresion de enzimas que son fundamentales en procesos como la
gluconeogénesis y también en la detoxificacion del amoniaco y la bilirrubina
(revisado por Schrem et al, 2004).

Los ratones deficientes en C/EBPa presentan deficiencia de glic6geno, asi
como elevadas concentraciones de amonio en sangre, mientras que muchos de los
ratones deficientes en C/EBPPB mueren pronto tras el nacimiento debido a un
hipoglucemia y a la incapacidad de movilizar sus reservas de glucégeno, y los que

sobreviven, presentan un fenotipo con una acusada hipoglucemia, cantidades
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reducidas de lipidos en sangre y una produccién de glucosa y lipidos en respuesta

a estimulaciéon hormonal muy reducida (Ramyji et al, 2002).

Inflamacion

El papel de C/EBPa, C/EBPB y C/EBP6 durante diversos procesos
proinflamatorios ha sido ampliamente constatado. Asi, diferentes estimulos
proinflamatorios como el lipopolisacdrido (LPS) o diversas citoquinas
proinflamatorias como la IL-1, la IL-6 o el TNF-a (revisado por Akira, 1997) son
capaces de producir drasticos cambios en sus niveles de expresiéon en diversos
tipos celulares como hepatocitos o macréfagos.

Un proceso en el que se ha caracterizado bien el papel de estos factores de

transcripcion es la respuesta de fase aguda, proceso inflamatorio que tiene lugar

tras una infeccion o un dafio tisular y que conlleva un gran nimero de cambios de
expresion de las llamadas proteinas de fase aguda (APP), que se sintetizan
principalmente en el higado y que incluyen proteinas como el fibrinégeno, la
proteina del complemento C3 o la proteina de suero A. Muchas de estas proteinas
estdn reguladas mediante la unién a sus promotores tanto de C/EBPa como de
C/EBPp y C/EBPS (revisado por Schrem et al, 2004).

De forma similar a lo que ocurre durante la fase aguda, estos C/EBPs
regulan la transcripcion de genes muy importantes en la activacion de los
macréfagos, como aquellos que codifican citoquinas proinflamatorias como la IL-
6, la IL-1p, el TNF-a o la IL-12, quimioquinas como la IL-8 o la MCP-1, o proteinas
muy importantes para la funcién de los macréfagos durante la respuesta inmune
como la NOS-I], la lisozima, el G-CSF o la mieloperoxidasa (revisado por Poli,
1998; Bradley et al, 2003).

De forma similar a lo que sucede en la adipogénesis, durante la
inflamacién el patrén de expresion de C/EBPa es opuesto a los de C/EBPpP y
C/EBP9, de forma que mientras que C/EBPa disminuye, los niveles de C/EBPB y
C/EBPd aumentan, con lo que los dimeros formados por C/EBPa son
desplazados por aquellos compuestos por C/EBPP y C/EBPd (Akira et al, 1990).
Estos dimeros, una vez formados, pueden unirse a los sitios de unién C/EBP
presentes en los promotores de los genes que regulan para activar su

transcripcion. En el caso de la respuesta de fase aguda, la disminucién de C/EBPa
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se atribuye al aumento de la isoforma LIP de C/EBPp, la cual produce un
aumento de la degradacion de C/EBPa, asi como wuna inhibicion de la

transcripcién del mismo (Schrem et al, 2004) (Ver figura 20).
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Figura 20. Regulacién de C/EBPa por LIP (Schrem et al, 2004).

C/EBPp fue descrito por primera vez como un factor de transcripcion
inducido por IL-6 o IL-1 en células de hepatoma y de glioblastoma
respectivamente (Nerlov et al, 1994; Nerlov et al, 1995). Estimulos
proinflamatorios como IL-1, IL-6 y TNF-a producen un aumento tanto de los
niveles de C/EBPp, como de su actividad de unién al ADN mediante diferentes
mecanismos como su fosforilaciéon y la fosforilacion de otras proteinas como
STATS3, la cual se une al promotor de C/EBPp activando su transcripcién (Ver
figura 21). Ademas, la importancia de C/EBPp en los procesos inflamatorios se ha
hecho patente con el estudio de ratones deficientes de esta proteina, en los que se
vio como se produce una disminucién de mediadores proinflamatorios como la
IL-12 o el NO frente a los ratones silvestres (Rahman et al, 2007).

La expresion de C/EBP6 en condiciones basales, como ya hemos
comentado, es muy baja o inexistente. Sin embargo, como ocurre en el caso de
C/EBPf, esta proteina se induce por diferentes estimulos proinflamatorios que

incluyen IL-6, IL-1, TNF-a, epidermal growth factor, LPS o peptidoglicano (PGN).
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Se ha visto que la apariciéon de dichos estimulos proinflamatorios promueve la
activacion de diferentes vias de sefializacion en células como los hepatocitos o los
macréfagos, que finalmente inducen la unién de diversos factores de transcripcion

como Spl, c-Rel, cjun y STAT3 (revisado por Huang et al, 2007) al promotor de
C/EBPS.
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Figura 21. Regulacién de C/EBPP y C/EBP6 durante la respuesta de fase aguda (Schrem et al, 2004).

C/EBPa, C/EBPB y C/EBP6 en el SNC

Aunque en los primeros estudios que se hicieron sobre la expresién de los
C/EBPs en el SNC se vio que su expresién era muy escasa o nula (Xanthopoulos

et al, 1991), han ido surgiendo trabajos que demuestran la presencia de estos tres
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factores de transcripcion en las células del SNC. Esto, junto con el hecho de que
en otras células como los hepatocitos o los macréfagos tanto C/EBPa como
C/EBPP y C/EBPd regulan la transcripcion de genes proinflamatorios, con un
importante papel en la activacién glial, sugiere que podrian ser piezas claves en

este proceso.

C/EBPa

Hasta el momento, muy poco se sabe del papel de C/EBPa en el SNC, y
parece que la expresion de C/EBPa se encuentra confinada a situaciones
patolégicas. Asi, in vivo existen tres trabajos que documentan el aumento de
C/EBPa en el SNC en diferentes situaciones en las que se produce una activacion
glial: tras el tratamiento con LPS (Saito et al, 1999) y también en cerebro de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Blalock et al, 2005) y en condiciones
de hipoxia (Walton et al, 1998), aunque sélo éste tltimo analiza en qué tipo celular
se produce dicho aumento, que es la microglia activada.

In vitro, algunos autores muestran la expresion de C/EBPa en astrocitos
(Cristiano et al, 2005), mientras que otros no lo ven (Yano et al, 1996). Sin
embargo, sélo existe un trabajo in vitro que estudie la expresién de C/EBPa en
microglia, en cual se indica que éste disminuye tras el tratamiento con péptido p-

amiloide (Walker et al., 2006).

C/EBPp

En condiciones fisiologicas, diversos trabajos han demostrado el papel que
C/EBPp puede jugar tanto en la creaciéon de neuronas como en su funcionalidad.
Asi, se ha visto que C/EBPf induce la neurogénesis en detrimento de la
gliogénesis de neuronas corticales (Menard et al, 2002; Sterneck et al, 1998; Paquin
et al, 2005; Cortes-Canteli et al, 2002). C/EBPP se expresa en neuronas
hipocampales, donde juega un papel en los procesos de memoria a largo plazo
(Yukawa et al, 1998b; Taubenfeld et al, 2001b; Taubenfeld et al, 2001a), y en el
nicleo supraquiasmatico, donde se le ha implicado en la regulacién del ciclo
circadiano (Zak et al, 2006).

En la activacién glial el papel de C/EBPP puede ser clave, dado el hecho

de que, como hemos dicho, C/EBPp es un activador de genes muy importantes en
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diferentes procesos proinflamatorios que se encuentran alterados durante la
activacion glial, tales como TNF-a, IL-1p, NOS-II o COX-2.

Asi, varios trabajos realizados in vitro con la linea microglial BV2
muestran cémo C/EBPp se incrementa tras el tratamiento con estimulos como el
LPS o el TNF-a, y participa en la induccion de la produccion de mediadores
proinflamatorios, como la NOS-II y la IL-12, (Dasgupta et al, 2005; Dasgupta et al,
2003; Jana et al, 2003; Jana et al, 2002; Jana et al, 2001). En los astrocitos activados
también se ha visto que existe un incremento de C/EBPf, asi como su posible
papel en la regulacién de proteinas como la C3 y la contrapsina, (Cardinaux et al,
2000), el citocromo P450 (Kelicen et al, 2004), el MCP-1 (Abraham et al, 2005) y la
NOS-II (Jana et al, 2005).

Una prueba de como esta proteina puede estar involucrada en procesos
neurotoxicos nos la ofrece el estudio con los ratones deficientes en C/EBPp, en los
cuales se ha visto que producen una disminucién de la reaccién inflamatoria que
se produce tras un proceso isquémico, de tal forma que en estos ratones tiene
lugar una disminucion de la muerte neuronal y del volumen de infarto frente a los
ratones salvajes (Kapadia et al, 2006). Ademds, en un estudio en el que se
analizaba la expresiéon de diferentes genes en cerebros de pacientes con
Alzheimer, se vio como C/EBPp se encontraba entre aquellos que incrementaban

mas (Colangelo et al, 2002).

C/EBPo

El papel de C/EBPG6 en el SNC es el menos conocido, aunque existen
algunos trabajos que lo asocian a la memoria a largo plazo como en el caso de
C/EBPf (Taubenfeld et al, 2001b; Yukawa et al, 1998).

Ademas, se ha visto que, como ocurria en los macréfagos y hepatocitos en
condiciones inflamatorias, su expresién se incrementa en astrocitos activados in
vitro (Cardinaux et al, 2000) y también in vivo en cerebros de pacientes de

Alzheimer (Li et al, 2004).
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1.3. ACTIVACION GLIAL EN LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

La inflamacion en el SNC se erige cada vez mdas como uno de los
componentes mds importantes en muchas enfermedades neurodegenerativas
debido al hecho de que durante este proceso se generan un amplio abanico de
moléculas potencialmente neurotéxicas, muchas de las cuales ya se han explicado.
El dafio crénico que se produce en estas situaciones, junto con el envejecimiento
normal, hace que los mecanismos defensivos de las neuronas se vean superados
de tal manera que se produce una aceleraciéon de la degeneracién y de la muerte
neuronal. A raiz de la observacion de que en muchos casos la neurodegeneracién
viene causada en gran parte por la toxicidad o la aparicién de proteinas mutantes
no sb6lo en las neuronas, sino también en las células no neuronales,
principalmente en la glia, surgié el concepto de enfermedades neurodegenerativas
no dependientes de la célula propia (non-cell-autonomous neurodegenerative disease).
Existen tres formas diferentes de implicacién de la glia en dichas enfermedades
(revisado por Lobsiger et al, 2007):

- La toxicidad dentro de las neuronas debido a la presencia de proteinas
mutantes u otros estimulos, puede estimular una respuesta neurotéxica por parte
de la glia, la cual no se ve afectada por dicha toxicidad.

- La presencia de una proteina mutada u otro estimulo téxico puede
afectar a la respuesta glial normal, amplificando el dafio a la neurona.

- La presencia de una proteina mutada u otro estimulo téxico puede
afectar a la respuesta glial, de tal manera que la convierte en causa primera de
dafio a la neurona.

Las dos tltimas posibilidades diferencian aquellas enfermedades en las se
cree que existe un origen primario neuronal, como podria ocurrir en el caso de
enfermedades como el Huntington, el Parkinson o la esclerosis lateral amiotréfica,
y aquellas que se cree que presentan un origen glial seguido de wuna

neurodegeneracion secundaria, como podria ser el caso de la esclerosis maltiple.
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1.3.1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las principales causas de
demencia entre la gente mayor, con una prevalencia que aumenta con la edad
(hasta un 25-35% en la gente mayor de 85 afios). Esta enfermedad, descrita por
primera vez por Alois Alzheimer en 1906, se caracteriza por una pérdida gradual
de la funcién cognitiva. El cerebro de los enfermos de EA presenta una atrofia
macroscopica, sobretodo de las regiones implicadas en el aprendizaje y la
memoria, incluyendo la corteza temporal, parietal y frontal, el hipocampo y la
amigdala con una marcada muerte neuronal, principalmente de las neuronas
acetilcolinérgicas.

En el parénquima cerebral de pacientes con EA se encuentran dos lesiones
caracteristicas: las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares. Mientras que las
primeras estdn formadas principalmente por el péptido p-amiloide, generado a
partir de la protedlisis de la proteina precursora del amiloide (APP) por parte de
la pB-secretasa y la y-secretasa, los ovillos neurofibrilares son el resultado de la
deposiciéon intracelular de Tau hiperfosforilada, una proteina normalmente
asociada a los microttbulos de las neuronas.

La EA fue una de las primeras enfermedades asociadas a una posible
neurotoxicidad de la activacién glial (Yankner, 1989; Rogers et al, 1992; Rogers et
al, 1990), con el péptido P-amiloide como uno de los principales estimulos
proinflamatorios. En efecto, se ha demostrado que el péptido B-amiloide no sélo
es toxico de forma directa sobre las neuronas sino que su presencia potencia la
muerte neuronal a través de la activacion glial (Yankner, 1989; Yankner et al,
1989). Dicha activacién es un evento que se da de forma temprana durante la EA,
que tiene lugar antes de que se produzca la neurodegeneracion. Incluso antes de
la aparicion de los sintomas ya se ve cémo astrocitos y microglia se agrupan
entorno a las placas amiloides, con un aumento en la expresiéon de marcadores
asociados a la activacion glial, como el MHC II (Eikelenboom et al, 1982).

Se ha demostrado cémo el péptido P-amiloide puede desencadenar la
activacion glial de forma directa, mediante la unién a diferentes receptores de
membrana, como el receptor scavenger RAGE (Yan et al, 1997) o el CD14
(Fassbender et al, 2004). Ademds, también puede activar las células gliales

indirectamente, a través de la induccién de la via clasica del complemento o del
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aumento de restos neuronales producidos como consecuencia de los efectos
toxicos del mismo péptido (revisado por Akiyama et al, 2000; Wyss-Coray, 2006).

La activacién glial producida de una u otra forma durante la EA tiene
como objetivo eliminar el péptido B-amiloide. Sin embargo, multiples estudios
tanto con cerebros de pacientes de EA, como con modelos murinos de esta
enfermedad, in vivo o in vitro, revelan cémo la continua presencia tanto del
péptido como de mediadores y restos neuronales hacen que la activacién se torne
crénica, de tal manera que la glia activada produce de forma continua mediadores
proinflamatorios entre los que se encuentran diferentes compuestos neurotoxicos,
como el NO, el TNF-a o las ROS (revisado por Akiyama et al, 2000), que no hacen
sino exacerbar la muerte neuronal, convirtiendo la activaciéon glial como un
proceso neurotoxico per sé.

Dicha hipétesis esta respaldada por diferentes estudios epidemioldgicos
realizados sobre el papel beneficioso de los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs), que muestran que entre los mecanismos potenciales de accién, el de la
inhibicién de la respuesta inflamatoria se erige como uno de los mas importantes
para la disminucién de la neurodegeneracién (revisado por Wyss-Coray, 2006;

Heneka et al, 2007e).
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Figura 22. Activacién microglial durante la EA (Wyss-Coray, 2006).
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1.3.2. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP), descrita por primera vez por James
Parkinson en 1917, afecta aproximadamente al 1% de la poblacion de 55 afios.
Como ocurre en el caso de la EA, su prevalencia aumenta con la edad, de tal
manera que se ha convertido en la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente tras la enfermedad de Alzheimer. Esta enfermedad se caracteriza por
sintomas de disfuncién motora como rigidez, temblores, movimientos lentos y
pérdida del equilibrio entre otros (revisado por Dauer et al, 2003) debido a la
pérdida del tracto nigrostriatal dopaminérgico ascendente, por la muerte
mayoritaria de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra.

La enfermedad de Parkinson (EP), descrita por primera vez por James
Parkinson en 1917, afecta al 1% de la poblacién con 55 afios, que es la edad media
de inicio. Esta enfermedad es la segunda enfermedad neurodegenerativa maés
frecuente tras el Alzheimer, con una prevalencia queSu prevalencia, como ocurre
en el caso de la EA, aumenta con la edad y constituye. Esta enfermedad se
caracteriza por sintomas de disfuncion motora como rigidez, temblores,
movimientos lentos y pérdida del equilibrio entre otros, debido a la pérdida del
tracto nigrostriatal dopaminérgico ascendente, por la muerte mayoritaria de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra (revisado por Dauer et al, 2003).

A pesar de que el origen de esta enfermedad es atn desconocido, se ha
demostrado que existen diferentes factores que podrian estar implicadas en la EP,
como el estrés oxidativo, la acumulaciéon de proteinas alteradas (a-sinucleina) o la
excitotoxicidad, entre otros (revisado por Dauer et al, 2003). Ademas, existen
muchos indicios que apuntan a que la activacion glial puede jugar un papel
importante en muchas de estas situaciones. Los cuerpos de Levy son unas
intrusiones proteicas formadas por la proteina intracelular a-sinucleina, que se
encuentran en los cuerpos neuronales. Dichas intrusiones son téxicas para las
neuronas no sélo de forma directa, sino también indirecta, ya que las neuronas
dafiadas liberan esta proteina, la cual produce a su vez la activacién glial y la
producciéon de radicales libres de oxigeno, principalmente por parte de la
microglia. Ademas de la a-sinucleina, las neuronas dafiadas también liberan otros
factores como la metaloproteinasa de matriz-3 (MMP3) y la neuromelanina, que

también inducen la activacion glial (revisado por Block et al, 2007).
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La importancia de la activacién glial en la EP se ha demostrado mediante
una gran cantidad de indicios, tales como el incremento de mediadores
inflamatorios como el TNF-q, la IL-1p, la IL-2, la IL-4, la IL-6 o el TGF-a y TGF-p
en el parénquima o en el liquido cefalorraquideo de enfermos de Parkinson.
Ademads, se ha descrito la presencia de activacion glial en todos los modelos
animales de la EP que se utilizan, tales como la inyeccién cerebral de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), la inyeccién de MPTP o la infusion de inhibidores
del complejo I de la cadena respiratoria como la rotenona (revisado por Hirsch et
al, 2005). Mas atin, se ha visto que el tratamiento continuo con antiinflamatorios
no esteroideos (AINEs) reduce el riesgo de padecer la enfermedad (Wahner et al,
2007).

De hecho, la pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra se puede deber al hecho de que éstas son mas vulnerables porque
presentan una baja capacidad reductora (no tienen glutatiéon) y también por la
elevada presencia de microglia en esta regiéon comparada con otras, lo cual
conllevaria unas concentraciones mayores de mediadores neurotéxicos y ROS en

esta region frente a otras.

1.3.3. ESCLEROSIS MULTIPLE

La esclerosis multiple (EM) aparece en los primeros estadios adultos y en
sus sintomas se incluyen parélisis, falta de coordinaciéon, defectos visuales y
defectos sensitivos. Esta enfermedad con frecuencia aparece como un episodio o
ataque que dura dias o semanas y que remite un tiempo que puede ser de meses a
afios. A nivel histopatolégico la principal caracteristica que encontramos en los
pacientes de EM consiste en la pérdida de la mielina y la infiltracién masiva de
linfocitos T en las areas de lesion del parénquima cerebral.

Aunque las causas son desconocidas, el estudio de pacientes de EM ha
permitido inferir que tanto factores genéticos como ambientales contribuyen a la
aparicion de esta enfermedad (revisado por Agrawal et al, 2007b). Por otra parte,
la utilizacién del modelo murino de encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE) ha permitido explorar la patologia, que posee muchas similitudes con la

humana, y los diferentes mecanismos que tienen lugar durante la misma.
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La microglia puede jugar un papel clave tanto en el inicio como en las
demas fases de la enfermedad. La infiltracion de células T preactivadas al
parénquima cerebral precede el inicio de la enfermedad clinica. Una vez en el
parénquima, se produce la reestimulaciéon de los linfocitos T, que tiene lugar
gracias a la presentacion del antigeno por parte de los macréfagos perivasculares
y de la microglia del parénquima. Es necesario que la microglia se active para que
se produzca el aumento de la capacidad presentadora de la microglia, lo cual tiene
lugar gracias a la presencia de algin estimulo proinflamatorio, ya sea una sefial
“extrafia” asociada al patégeno o una sefial de “peligro” asociada al dafio tisular.
Asi, diferentes trabajos han demostrado cémo las infecciones viricas y bacterianas
son elementos que pueden inducir la EAE (Fearon, 1997; Goverman et al, 1993).
De hecho, tanto el “ataque” inicial como la exacerbaciéon de la EM se han
relacionado con infecciones viricas y bacterianas (Talbot et al, 2001; Wolfson et al,
2002).

Los mismos linfocitos T secretan IFNy, que promueve la expresiéon de
moléculas coestimuladoras, necesarias para la presentacion del antigeno, por
parte de la microglia (Aloisi et al, 2000).

La presentacion del antigeno produce una activacion tanto de los linfocitos
T como de la microglia, de tal manera que ambos tipos celulares producen una
serie de mediadores proinflamatorios que median gran parte del dafio que se
produce durante la enfermedad como las citoquinas TNF-a, IL-1 o IL-12, diversas
quimioquinas o la metaloproteinasa-9 (revisado por Agrawal et al, 2007b; Raivich
et al, 2004). Ademas, se ha demostrado la importancia de la produccién de NO, ya
que los oligodendrocitos, aunque resistentes al NO, son, sin embargo, muy
vulnerables al peroxinitrito (Mitrovic et al, 1996)).

Entre los agentes disefiados para el tratamiento de la EM que estan
dirigidos a la modulacién de la respuesta inmune, encontramos agentes que
inhiben diferentes aspectos de la activacién microglial, como el IFN- que regula
los niveles de MMP, o la minociclina, que inhibe la activacién glial (revisado por

Agrawal et al, 2007b).
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Figura 23. Esquema que representa el proceso propuesto durante la EM. Los linfocitos T
preactivados entran en el parénquima cerebral, donde las células microgliales les presentan el
antigeno. Una vez reestimulados, los linfocitos T pueden estimular la secrecién de anticuerpos por
parte de los linfocitos B, que contribuyen a la activacién de la microglia. Por su parte, la microglia
activada produce diferentes mediadores proinflamatorios que activan otras células microgiales y

que pueden ser téxicos para los oligodendrocitos.

1.3.4. ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es la enfermedad mas importante
que afecta a las neuronas motoras. Esta enfermedad, descrita por primera vez por
Jean Martin Charcot en 1869, se caracteriza por la degeneracion progresiva de las
motoneuronas, lo cual conlleva una pardlisis progresiva de los musculos
voluntarios, que acaba resultando letal para los enfermos.

Mientras un 10% de los casos presentan un origen genético (ELA familiar),
la gran mayoria de los enfermos presentan ELA esporadica. Las causas de ésta
altima atn son desconocidas, y se barajan diferentes factores tales como

infecciones latentes viricas y no viricas, toxinas y reacciones autoinmunes

(Rowland et al, 1992; Cleveland et al, 2001).
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Aunque existen mutaciones descritas de otros genes (revisado por
Pasinelli et al, 2006; Boillee et al, 2006), el gen que aparece mutado con una mayor
frecuencia es el gen de la superéxido dismutasa (SOD), que codifica una proteina
citosélica encargada de convertir el superéxido en peréxido de hidrégeno. Existe
un gran nimero de mutaciones descritas de este gen, y se ha visto que no existen
diferencias clinicas entre los casos esporadicos y los que presentan mutaciones en
SOD. Por ello, los modelos mas utilizados para el estudio de esta enfermedad son
aquellos basados en diferentes mutaciones de este gen.

Muchas evidencias han mostrado cémo las mutaciones de SOD conllevan,
no la pérdida de su funcién detoxificadora, sino la ganancia de propiedades
toxicas (Bruijn et al, 1998). Dicha toxicidad afecta a gran nimero de funciones en
la neurona como el metabolismo del ARN y ADN, la mitocondria o el transporte
axonal (ver figura 24) (Boillee et al, 2006). Ademas, tanto en el parénquima de
enfermos de ELA como en los modelos murinos existen agregados
citoplasmaticos de SOD, cuya toxicidad atin no esta claramente establecida (Bruijn
et al, 1998). Se ha visto también que la forma de SOD extracelular mutante,
secretada por las neuronas, constituye un potente activador microglial
(Urushitani, 2006).

La ELA constituye uno de los ejemplos mas claros de enfermedad no
dependiente de la célula propia, a pesar de que hasta hace poco se habia
considerado una enfermedad que implicaba tinicamente a las células neuronales.
Los resultados de diferentes estudios con ratones quiméricos en los que se
sobreexpresaba SOD mutada en las neuronas, la microglia o los astrocitos,
indicaron la importancia de las células gliales en la enfermedad, ya que neuronas
motoras con SOD1 mutada sobreviven mds cuando las células gliales que les
rodean con genéticamente normales, mientras que aquellas neuronas motoras
genéticamente normales son dafiadas por células gliales con la enzima SOD1
mutada (Clement et al, 2003). Asi, estudios con ratones transgénicos sugieren que
mientras que la expresiéon de SOD en la neurona es critica para el inicio de la
enfermedad, la progresion de la enfermedad viene determinada por la presencia
de SOD mutada en la microglia y en la astroglia (revisado por Lobsiger et al, 2007;

Pasinelli et al, 2006).
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Figura 24. Funciones celulares afectadas por la proteina SOD mutante.

La activaciéon glial y el aumento de factores proinflamatorios, son
manifestaciones clinicas muy tempranas de la ELA, incluso anteriores a la
aparicién de neurodegeneracién, tanto en el cerebro y en la médula espinal de
pacientes como de diferentes modelos murinos de ELA (revisado por Boillee et al,
2006; Pasinelli et al, 2006).

Se barajan diferentes candidatos para la inducciéon de la toxicidad de las
neuronas motoras, entre los que se encuentran diversos productos microgliales
como el NO, el TNF-a o las ROS. Entre todos ellos parece que la producciéon de
ROS por la NADPH oxidasa es el mayor candidato debido a que la deplecién de
su subunidad catalitica aumenta la supervivencia neuronal en ratones mutantes
de SOD (Bruijn et al, 2004).

Ademas, los astrocitos activados disminuyen la recaptaciéon de glutamato,
lo cual es muy importante porque se ha visto que las motoneuronas son
especialmente vulnerables a la muerte por excitotoxicidad, de tal forma que una
activacion continuada de los astrocitos comporta un aumento extracelular de la

concentracion de glutamato en el medio (revisado por Lobsiger et al, 2007).
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Como se ha comentado, la activacion glial es un proceso, cuyo papel en
diversas enfermedades degenerativas ha sido postulado en reiteradas ocasiones. Con el
fin de conocer el posible papel de la familia de factores de transcripcion C/EBP en la

activacion glial y su parte mas neurotoxica, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Caracterizar el patrén de expresiéon de C/EBPa, C/EBPP y C/EBP0 en los

astrocitos y la microglia en condiciones basales y durante la activacion glial.
2. Estudiar el papel de C/EBPp en la regulacién de mediadores proinflamatorios

cuya expresion se incrementa durante la activaciéon glial en diferentes

enfermedades neurodegenerativas.
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3.1 MATERIALES

3.1.1 PRODUCTOS

Absolutely RNA RT-PCR’iprep STRATAGENE 400800

Acrilamida BIO-RAD 161-0158

Agarosa SIGMA A9539

Ara C SIGMA C-1768

Bisbenzimida SIGMA B-1150

Bromuro de Etidio SIGMA E1510-10ML

Cloroformo:Isoamil 24:1 FLUKA 25666

DMEM GIBCO 31885-023

DNasa SIGMA D-5025 (150000 units)

DTT (DITHIOTHREITOL) SIGMA D-9163

EDTA (ethylenediamine- SIGMA E-4884
tetraacetic acid)

Estandar de ADN BIOLABS N3200S

Extracto de levadura SIGMA Y1625

Geneticina GIBCO 10131-027

Hepes SIGMA H-7006

IFNy SIGMA 1-4777

IL-1B SIGMA 1-5271

Inhibidor de RNasa INVITROGEN 10777-019

KCl SIGMA P4504
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Lipofectamina 2000 INVITROGEN 11668-027

M-CSF SIGMA M-9170

NaCl SIGMA 5-9625

N-naptylenediamina SIGMA N-5889
dihydrocloridio

OptiMEM I GIBCO 31985-047

PEG (polietilen glicol) FLUKA 88276

Peptidoglicano Fluka 77140

Perfect Prep Gel Clean Up EPPENDORF 0032 007.740

Placas épticas para PCR a tiempo  BIO-RAD 223-4441
real

poly (I:C) SIGMA P-0913

PSA (Amonium Persulfate) BIO-RAD 161-0700

RNasa SIGMA R5503

RNase Free DNase I, 5000U STRATAGENE 50600032

SB203580 SIGMA S-8307

Sensiscript RT enzyme (50) QIAGEN 205211

Sulfanilamida SIGMA S-9251

SYBR GreenR (10ml) BIO-RAD 170-8882

TEMED BIO-RAD 161-0801

Tripsina GIBCO 252000-072

Tubulina SIGMA T4026

U0126 SIGMA U-120

Zeocina INVITROGEN R250-01
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3.1.2 ANTICUERPOS

CASA ANIMAL | WESTERN | Inmunocitoquimicas /
COMERCIAL REFERENCIA OBTENCION| BLOT Inmunofluorescencia
ANTICUERPOS
PRIMARIOS
Actina SIGMA A5060 conejo 1/2000
C/EBPa Sta. Cruz sc-61 conejo 1/500 1/500
C/EBPp Sta. Cruz sc-150 conejo 1/500 1/1000
C/EBPo Sta. Cruz Cc-22 conejo 1/500 1/2000
GFAP SIGMA G3893 ratéon 1/1000
MCA711G
CD11b Serotec clon 5C6 rata 1/500
Lamin B Sta. Cruz sc-6217 cabra 1/5000
p21C¢irt Pharmigen 556431 raton 1/2000
p36 Oriol Bachs conejo 1/5000
p65 (NF-«B) Sta. Cruz sc-372G cabra 1/500 1/500
Tubulina SIGMA T4026 ratén 1/100000
iNOS BD 610333 conejo 1/300
ANTICUERPOS
SECUNDARIOS
anti-goat-HRP SIGMA A9452 ratén 1/2000
anti-mouse VECTOR BA-200 caballo 1/500
biotinilado
anti-rabbit-HRP Amersham NA 934 mono 1/5000
anti-rabbit .
biotinilado Pierce 31820 1/1000
anti-mouse-HRP Santa Cruz sc-2055 cabra 1/5000
Alexa 546-goat Molecular
anti-rabbit probes 11010 cabra 1/1000
Ale.xa 488-goat Molecular A11017 cabra 1/1000
anti-mouse probes
Ale.xa 488-goat Molecular A110006 cabra 1/1000
anti-rat probes
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Aoadtaont | Ml | g | cam

OTROS

f;i;i:‘iﬁilzbelled M};’iﬁ;‘éljr 511223 cabra 1/500

Lectina del tomate SIGMA L0651 1/200

Extravidin-HRP SIGMA E2886 1/1000 1/500
3.1.3 PRIMERS

PRIMERS PCR Funcion Secuencia 5'-3' Concentracion.
de uso

A2A Forward (NeoF) Genotipado aga caa tcg get get ctg at 400nM
A2A Forward(A2AWTF) Genotipado agc cag ggg tta cat ctg tg 400nM
A2A Reverse (A2AWTF) Genotipado tac aga cag cct cga cat gtg 400nM
A2A Reverse (NeoR) Genotipado caa gct ctt cag caa tatcac g 400nM
ACTINF PCR a tiempo real caa cga gcg gtt ccg atg 300nM
ACTINR PCR a tiempo real gcc aca gga ttc cat acc ca 300nM
BGH reverse Secuenciaciéon pTER tag aag gca cag tcg agg ?
C/EBP 4as Genotipado ggc agc tge ttg aac aag ttc 400nM
C/EBP.1s Genotipado aag acg gtg gac aag ctg ag 800nM
CEBPaF1 PCR a tiempo real gcg caa gag ccg aga taa ag 300nM
CEBPaF2 PCR a tiempo real tgg aca aga aca gca acg agt ac 300nM
CEBPaR1 PCR a tiempo real cgg tca ttg teca ctg gtc aac t 300nM
CEBPaR2 PCR a tiempo real tgcgea gge ggt cat t 300nM
CEBPbF PCR a tiempo real aag ctg agc gac gag tac aag a 300nM
CEBPbR PCR a tiempo real gtc agc tcc age acc ttg tg 300nM
CEBPD-F PCR a tiempo real ctc cac gac tcc tgc cat gt 300nM
CEBPD-R PCR a tiempo real gaa gag gtc ggc gaa gag ttc 300nM
COX2F PCR a tiempo real gcc acc aac aat ggc aac a 300nM
COX2R PCR a tiempo real cgt acc gga tga get gtg aat t 300nM
IL1BF PCR a tiempo real tgg tgt gtg acg ttc cca tta 300nM
IL1BR PCR a tiempo real cag cac gag gct ttt ttg ttg 300nM
IL6F PCR a tiempo real cca gag ata caa aga aat gat gg 300nM
IL6R PCR a tiempo real act cca gaa gac cag agg aaa t 300nM
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iNOSF PCR a tiempo real ggc agc ctg tga gac ctt tg 300nM
iNOSR PCR a tiempo real gca ttg gaa gtg aag cgt ttc 300nM
MCSFrF PCR a tiempo real tcc acc ggg acg tag ca 300nM
MCSFrR PCR a tiempo real cca gtc caa agt ccc caa tct 300nM
Neo.2as Genotipado cat cag agc agc cga ttg tc 400nM
TLR4F1 PCR a tiempo real tta ttc aga gec gtt ggt gt 300nM
TLR4F2 PCR a tiempo real cct ctg cct tca cta cag aga ctt t 300nM
TLR4R1 PCR a tiempo real ctg cta aga agg cga tac aat 300nM
TLR4R2 PCR a tiempo real tgt gga agc ctt cct gga tg 300nM
TNFaF PCR a tiempo real tga tcc geg acg tgg aa 300nM
TNFaR PCR a tiempo real ttc cag aac tcc agg cgg t 300nM

3.1.4 ARN DE INTERFERENCIA: OLIGONUCLEOTIDOS DE ARN

DE CADENA CORTA
Nombre Cadena Sense Cadena antisense N° Ref. | Casa comercial
r(gua auc acc uua aag | r(aca ucu uua agg uga
CEBPb Al (8 g g6 18 AMBION
aug utt)d(TT) uua ctc)d(TT)
r(ugc aau ccg gau caa | r(acg uuu gau ccg gau
CEBPDb A2 (g &8 (ocg & &8 AMBION
acg utt)d(TT) ugc atc)d(TT)
r(gaa ccu uuu ccg uuu | r(cuc gaa acg gaa aa
CEBPDb A3 (8 & (cucg &8 & AMBION
cga gtt)d(TT) guu ctc)d(TT)
r(gag cga cga gua caa | r(cau cuu gua cuc guc
CEBPb D1 (25 g2 <828 ( & & DHARMACON
gau guu)d(TT) gcu cuu)d(TT)
r(ccu uua gac cca u r(acu ucc aug ggu cua
CEBPb D2 ( & B8 | X 586 DHARMACON
aag uuu)d(TT) aag guu)d(TT)
r(gca ccc uge gga acu | r(aac aag uuc cgc a
CEBPb D3 (8 B85 ( & Beags DHARMACON
ugu uuu)d(TT) gug cuu)d(TT)
r(acc ugg aga cgc age | r(uug ugc uge guc ucc
CEBPb D4 ( B6 953 66796 (g uge uge g DHARMACON
aca auu)d(TT) agg uuu)d(TT)
r(uuc ucc gaa cgu guc | r(acg uga cac guu c
control (non-silencing) ( gaa st e (g ug 8 &8 80-11310f XERAGON
acg u)d(TT) aga a)d(TT)
control (non-silencing),| r(uuc ucc gaa cgu guc | r(acg uga cac guu c
( B) BIABHE g ug BUHEES 80-11320] XERAGON
Fluorescein acg u)d(TT) aga a)d(TT)
MAS r(acc aug gaa gug gec | r(cuu gua cuc guc gcu ROCHE
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ac)d(TT) cag c)d(TT)
r(cag aug gec cau acc | r(uga agg uau cca
NFkB1-399 (cagaug g (ug2 288 558 XERAGON
uuc a)d(TT) ucu g)d(TT)
r(auc cua ccc aca ggu | r(uuu gac cug ugg gua
NFkB1-520 ( 58 ( & EuEs s XERAGON
caa a)d(TT) gga u)d(TT)
r(cgg ugg aac uuu gac | r(cga agu caa agu ucc
p21 (g uge & e g & 1024837 QIAGEN

uuc g)dTdT

acc g)dTdT

3.1.5 ARN DE INTERFERENCIA: OLIGONUCLEOTIDOS DE ADN

PARA PLASMIDO PTER
C/EBPD 2
sense 5" gatcccgtggecaacttctactacgttcaagagacgtagtagaagttggecactttttggaaa 3’
antisense 5" agcttttccaaaaagtggccaacttctactacgtctcttgaacgtagtagaagttggecacgg 3’
C/EBPb 17
sense 5" gatcccgetgagegacgagtacaagttcaagagacttgtactcgtegetcagetttttggaaa 3
antisense 5" agcttttccaaaaagctgagegacgagtacaagtctcttgaacttgtactcgtegetcagegg 3’
C/EBPb 22
sense 5" gatcccggecaagatgegeaacctgttcaagagacaggttgegeatettggectttttggaaa 37
antisense 5" agcttttccaaaaaggccaagatgegeaacctgtetcttgaacaggttgegeatettggecgg 37
C/EBPb 26
sense 5" gatccccgageggcetgeagaagaagttcaagagacttcttctgecagecgetegtttttggaaa 3’
antisense 5" agcttttccaaaaacgagcggetgcagaagaagtctcttgaacttettctgecagecgeteggg 37
C/EBPb 29
sense 5" gatccecttgttcaageagetgececttcaagagagggeagetgettgaacaagtttttggaaa 3
antisense 5" agcttttccaaaaacttgttcaagcagcetgecctetcttgaagggcagetgettgaacaaggg 3’
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3.2 CULTIVOS CELULARES

3.21 CULTIVOS PRIMARIOS

3.21.1 CULTIVO PRIMARIO DE GLIA MIXTA

Se utilizan crias de 1-2 dias de ratén C57/BL6

Materiales

Reactivos

Penicilina-Estreptomicina.

Fungizona (=500x).

Suero bovino fetal (=FBS).

Tripsina.

DMEM:F12 con glutamina y HEPES.

DNasa (4mg/ml): se disuelve el stock en 10 ml de PBS estéril.

Fungible y pequeiio material

Herramientas de diseccion: pinzas con diente de ratén, pinzas curvadas
finas para extraer la piel y craneo), espétula, tijeras pequenias (para cortar
piel y craneo) y tijeras grandes (para cortar la cabeza).
Recipiente con Etanol 70% con papel celulosa.
Placas de petri pequeiias (p30).
Placas de cultivo necesarias.
Bolsa basura.
Botellas estériles:
o 1de 250 ml para preparacion de medio.
o 1de 250 ml para preparar las células.
o 1de 100 ml para tripsinizacion.
Tubo de 50 ml con PBS estéril.
Hielo.
Filtro de malla de 105 pm.
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Preparativos previos:

- Calentar a 37° C el FBS, el DMEM:F12 y la tripsina.

- Poner a descongelar en la nevera la Penicilina-Estreptomicina, la fungizona

y la DNasa.

Procedimiento

En la campana extractora del laboratorio (obtencién del cerebro de los

ratones):

- Cortar la cabeza de las crias y diseccionar el cerebro eliminando el cerebelo y el

cerebro medio.
- Poner la corteza en PBS frio y extraer las meninges con la ayuda de una lupa.

- Poner el tejido en una placa de Petri con PBS. Poner la placa sobre hielo.

En la campana de cultivos (campana de seguridad nivel 2)

- Cortar con las tijeritas el tejido en trozos pequefios y pasarlos a un tubo de 50
ml. Se pipetea un par de veces con la pipeta de 10ml.

- Centrifugar 3" a 1000 rpm (=200g)

- Eliminar el sobrenadante con pipeta y resuspender el sedimento mediante
agitacion manual en 12ml de tripsina-EDTA (Calculado para 7-8 crias: ajustarla segtn
el nimero).

- Pasarlo a la botella estéril de 100 ml.

- Incubar 25" a 37° C con agitacion (100 rpm). Durante este tiempo preparamos

o DEFF10 (DMEM:F12 con 10% FCS, 1:1000 Penicilina/Estreptomicina y
1:500 Fungizona). Preparar aproximadamente 15 ml por cria.
o Solucion STOP tripsina: 12ml DFF10 + 0,5 ml DNasa.

- Anadir los 12,5 ml de solucién stop de tripsina (el mismo volumen que se ha
afiadido de tripsina).

- Mezclar por inversion, unas 10-12 veces hasta que se deshaga la masa viscosa y
después pipetear 40-60 veces con pipeta de 10 ml hasta obtener una suspension
unicelular.

- Centrifugar 7" a 1000 rpm (200g).

- Sacar el sobrenadante lentamente con pipeta.

- Filtrar con filtros de malla de 105pm-> Mojar antes el filtro por una cara con
medio y después girarlo.

- Contar las células con la cAmara de Neubauer.
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- Sembrar a 300000 céls/ml:
o Placas de 48 pocillos: 300 pl/pozo.
o Placas de 24 pocillos: 500 pl/pozo.
o Placas de 6 pocillos: 2,5 ml/ pozo .
- Cambiar el medio de cultivo a los 5 dias del sembrado y después una vez a la
semana.

- Realizar los experimentos 3 6 4 semanas tras la siembra.

3.21.2 CULTIVO PRIMARIO DE GLIA MIXTA A PARTIR DE UNA CRiA

Materiales

Reactivos

- Tripsina.

- DFF10= DMEM:F12 + 10% de FBS.
- PBS estéril.

Fungible y pequeiio material

- Herramientas de diseccién: pinzas con diente de ratén, pinzas curvadas
finas para extraer la piel y cradneo), espatula, tijeras pequefias (para cortar
piel y craneo) y tijeras grandes (para cortar la cabeza).

- Recipiente con Etanol 70% con papel celulosa.

- Placas de petri pequeiias (1 por cria).

- Placas de cultivo necesarias.

- Bolsa basura.

- Botella estéril de 250 ml para preparacion de medio.

- Tubos eppendorf estériles.

- Tubo con PBS.

- Hielo.

- Botella T25 (1 por cada cria).

Preparativos previos:

- Calentar a 37° C el FBS, el DMEM:F12 y la tripsina.

- Poner a descongelar en la nevera la Penicilina/Estreptomicina, la fungizona y la

DNasa.
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- Poner la centrifuga a 4° C.

Procedimiento

- Cortar la cabeza y diseccionar la corteza, eliminando el cerebelo y el cerebro
medio. Poner la corteza en PBS frio.

- Quitar las meninges y poner la corteza en un tubo eppendorf con 1 ml de PBS
frio.

- Disgregar la corteza pipeteando 3 veces (no més) con pipeta de 1 ml.

- Centrifugar 3" a 1000 rpm (=200g).

- Eliminar el sobrenadante con pipeta y resuspender el sedimento en 1 ml de
tripsina-EDTA por agitacion manual (no con la pipeta, porque se genera una masa
viscosa).

- Poner a agitar 10" a 37° C en agitador a 100 rpm (tubo eppendorf horizontal).
Durante estos 10" preparar:

o DFF10: DMEM:F12 + 10% FBS + 1:1000 Penicilina/Estreptomicina +
1:500 Fungizona.
o Solucion STOP tripsina: 12ml DFF10 + 0,5 ml DNasa

- Pasar el tejido disgregado a tubos de 15 ml y afiadir 1 ml de DFF10-DNasa a
cada tubo.

- Mezclar por inversion (10-12 veces) hasta ver que se deshace la masa viscosa y,
si es necesario, pipetear con pipeta de Iml (5-10 veces) hasta obtener una suspension
unicelular.

- Centrifugar 7’ 1000 rpm (=200g).

- Sacar el sobrenadante poco a poco.

- Anadir 6 ml de DFF10 al sedimento y homogeneizarlo con pipeta serolégica de
5 ml

- Sembrar los 6 ml en una T25.

Cultivos secundarios:

Cuando los cultivos primarios estdn maduros (aproximadamente a los 10-12
dias tras la siembra) se tripsinizan y subcultivan:
- Lavar con DFF,.
- Anadir 4 ml de tripsina-EDTA e incubar durante 5-8" a 37° C.
- Anadir 4 ml de DFF10.

- Recuperar el medio con las células y pasar a un tubo.
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- Centrifugar 5 a 1000 rpm (200g).
- Resuspender el sedimento en 1 ml de DFF10.
- Contar en el hemocitémetro y preparar una suspension de células a una
concentracion final de 166.000 células/ml
- Sembrar.
Estos cultivos secundarios alcanzan la confluencia a los 10-12 dias aproximadamente,

momento en el que se realizan los experimentos.

3.21.3 CULTIVO PRIMARIO ENRIQUECIDO DE MICROGLIA

Los cultivos primarios de microglia se preparan a partir de cultivos mixtos (ver
protocolo 3.2.1.1.). Se realiza el método descrito por nuestro laboratorio (Saura et al,
2003). Una vez los cultivos mixtos confluyan, esperar una semana para proceder a

purificar la microglia mediante el método de tripsinizacién suave.

Materiales

- FBS.
- Tripsina diluida en DMEM:F12 en una proporcion de 1:3.
- DMEM:F12 con glutamina y HEPES

Preparativos previos:

- Calentar a 37° C el DMEM:F12 + 10% FBS'y la tripsina.

- Preparar la tripsina diluida.
- Poner a descongelar en la nevera la Penicilina/Estreptomicina, la fungizona y la

DNasa.

Procedimiento

- Recuperar el medio de cultivo (medio condicionado) de las células y ponerlo en
un tubo estéril aparte.

- Lavar pocillos con DFF0 (=DMEM:F12 sin suero).

- Incubar las células a 37° C con la tripsina diluida durante 30’, hasta que la capa
de astrocitos se levante.

- Cuando la capa de astrocitos estéd totalmente levantada, afiadir DMEM:F12+10%

FBS para parar la actividad de la tripsina.
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- Aspirar el medio (descartar la monocapa astroglial).
- Anadir el medio condicionado del paso 1.

Estos cultivos se utilizan al dia siguiente del aislamiento de la microglia.

Placa de 24 pocillos |Placa de 6 pocillos
Lavado en DFF0 500 pl Iml
Tripsina-EDTA + DFFO (1+3) 500 pul 2ml
Stop (DFF10) 500 pl Iml
Medio condicionado a afiadir 400 pl 2ml

3.214 CULTIVO PRIMARIO ENRIQUECIDO DE ASTROCITOS:

Las células se preparan igual que se hace en el caso de los cultivos mixtos
primarios (ver protocolo 3.2.1.1.), pero se siembran en pozos que han sido recubiertos

con laminina.

Materiales

- Laminina (stock de 1 pg/pl).
- Ara C (stock de 4 mM).

Procedimiento

- Antes de realizar el cultivo se recubren los pocillos de las placas con laminina

(20 pM, diluir en PBS) durante 1 hora a Temperatura ambiente.

Volumen laminina

Placas 48 pocillos 150 pl
Placas 24 pocillos 200 pl
Placas 6 pocillos 600 pl

- Quitar la laminina 10" antes de sembrar las células.

- Cuando los astrocitos llegan a confluencia (tras 6-7 divisiones) se afhade Ara-C
(10 pM).

- Mantener las células con Ara-C durante 4-5 dias.

- Quitar el Ara-C (cambiando el medio) y realizar el experimento al dia siguiente.
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Con este método se consigue un cultivo de astrocitos con menos del 2% de células

microgliales. Los astrocitos llegan a confluencia mds rapidamente cuando hay laminina en los

pocillos, y el Ara C inhibe el crecimiento posterior de la microglia.

3.2.1.5

CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DE

RATON (MEFS)

Materiales

Reactivos

Tripsina: se diluye con PBS hasta tener tripsina 2x (=tripsina 0,1%, la stock
es 0,25%).

DMEM10: DMEM con 10% de FCS/FBS.

PBS estéril.

Fungible y pequeiio material

Alcohol 70°.

4 pinzas:

o pinzas para sacar embriones, separarlos y abrir la bolsa amniética.
o pinzas para manejo del embrion.

2 tijeras:

o 1 para cortar la piel del abdomen.

o 1 para cortar la parte interna (opcional).

Hojas de bisturi (1 para cada embrién).

Placas de cultivo p-60 (2-3 placas/embrién) y p-100.
Botellas de cultivo T25.

Pipetas Pasteur de vidrio y de plastico estériles.

Placas petri de 60 mm (=p60).

Preparativos previos

- Calentar a 37° C el FBS, el DMEM,, el PBSy la tripsina.

- Poner a descongelar en la nevera la Penicilina-Estreptomicina.
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Procedimiento

Los fibroblastos se obtienen a partir de embriones de 13,5 dias de gestacion, que

corresponde al dia 13 postcoito.

En la campana extractora del laboratorio (obtencién de los embriones):

- Sacrificio de la hembra por desnucacién.

- Limpiar el abdomen con alcohol 70° y hacer un corte superficial en forma de V.

- Se hace un corte mas profundo para acceder a la cavidad abdominal del animal.

- Los embriones estan bajo el intestino en los lados. Se ven unas hileras con
bolitas, y estirando van saliendo todos los embriones de ese lado.

- Se ponen los embriones en PBS estéril a temperatura ambiente.

En la campana de cultivos:

- Poner los embriones con PBS nuevo (para que no se sequen) en una placa p-100.

- Separar los embriones y cada uno se pone en una placa p60.

- Sacar los embriones de los sacos amnidticos, cortar la cabeza con bisturi (1
bisturi/embrién) y quitar el higado y los rifiones (se puede poner en otra p60 tras
sacarlos del saco amni6tico).

- Poner la cabeza de cada cria en una nueva placa p60 con 1 ml de tripsina 2x en
PBS (es importante numerar las placas para saber en qué orden se hacen, para el paso
siguiente hacerlo en ese mismo orden).

- Disgregar bien con bisturi.

- Poner las placas inclinadas en el incubador a 37° C durante 45" (al colocar la
primera placa, ponemos el temporizador a 45).

- A mitad de incubacién (22") se sacan del incubador y se pipetea con un pipeta
Pasteur estéril 15 o mas veces para acabar de disgregarlos y homogeneizar el cultivo
(se vuelve a meter al incubador).

- Poner 8-10 ml de medio/botella T75 o placa p100 (1 botella por cada placa p60).

- Tras la incubacién, neutralizar la tripsina: se ponen 1-2ml de DMEM con
suero/placa de medio. Se termina de homogeneizar si es necesario (si se ven muchos
grumos).

- Pasar todo el volumen de cada placa a la botella en la que se habia puesto el
medio (se homogeneiza con un par de pipeteos).

- A las 24 horas, cambiar el medio de cultivo para eliminar las células no

adheridas y restos de tejido. Como los fibroblastos son las primeras células en
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adherirse, si se hace el proceso a primera hora de la mafiana, se puede cambiar el
medio a altima hora de la tarde.

- A los dos dias de la obtencion, cuando las células estén confluyentes, se pasan
a botellas T 150, con un volumen final de medio de 20 ml.

- Una vez las células han llegado a confluir, se pueden congelar, considerandose

PO (pase 0).

3.2.2 CULTIVOS DE LINEAS CELULARES

3.2.21 CULTIVO DE CELULAS NIH 3T3 (FIBROBLASTOS MURINOS)

Las células NIH 3T3 se tienen que sembrar cada 2-3 dias, evitando que lleguen

al 80 % de confluencia porque cuando son confluyentes se diferencian.

Material

Reactivos

- Tripsina: se diluye con PBS hasta tener tripsina 1x (=tripsina 0,05%, la stock
es 0,25%).

- Glucosa: para hacer stock disolver 17,5 g/50 ml de DMEM v filtrarlo.

-  DMEM + glucosa: el DMEM tiene 1000 mg/L. Para preparar DMEM 4500
mg/L se ahaden 5 ml de la glucosa stock a la botella de 500 ml de DMEM.

- Penicilina-Estreptomicina (1000 x).

- Suero de ternera de donante (=DCS, para el NIH 3T3 no es aconsejable el
FBS).

PBS estéril.

Fungible y pequeiio material

- Pipetas Pasteur de vidrio y de cultivos de plastico

- Botellas T75

Preparativos previos
- Calentar a 37° C el DCS, el DMEM, el PBS y la tripsina.

- Poner a descongelar en la nevera la Penicilina-Estreptomicina.
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Procedimiento

- Aspirar el medio con pipeta Pasteur de vidrio.

- Lavar con PBS precalentado (que cubra, mas o menos 10 ml) y tras 2" mas o
menos, se aspira.

- Tripsinizar con 1 ml de tripsina 1x (0,05 %). Se deja 1- 2" en el incubador (37° C).

- Anadir 9 ml de DMEM + DCS 10% para neutralizar la tripsina (volumen
DMEM + DCS 10%: tripsina es 1:1).

- Sembrar las células: Poner 1-1,5 ml de NIH 3T3 tripsinizadas + 9-8,5 ml de
DMEM + DCS en cada T75.

3.2.2.2 CULTIVO DE CELULAS BV2 (MICROGLIA MURINA)

Las células BV2 fueron generadas por el laboratorio de Bistoni (Blasi et al,
1990b). Estas células crecen muy rapidamente, y necesitan un pase cada 2 6 3 dias.

Cuando el medio se agota, se despegan del fondo y quedan flotando.

Material

Reactivos

- RPMI10: RPMI + 10% FBS + P/S (1:1000) + Fungizona (1:500).
- Penicilina-Estreptomicina (1000x).

- Fungizona (500x).

- FBS.

Fungible y pequeiio material

- Pipetas Pasteur de vidrio.

- Botellas T25 o T75.

Procedimiento

- Aspirar el medio con pipeta Pasteur de vidrio.

- Se realiza un lavado con medio precalentado (que cubra, mas o menos 10 ml).

- Anadir RPMI + 10% FBS.

- Pipetear con pipeteador eléctrico unas 10 veces para despegar las células del
fondo. Las BV2 se despegan facilmente, por lo que no es necesaria la tripsinizacién.

- Pasar volumen necesario para diluir 10 veces.
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T25 T75
Lavado (ml) 3 10
Resuspender (ml) 5 15
Volumen a pasar 0,5 1,5
Volumen final 5 15
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3.3 TECNICAS INMUNOLOGICAS

3.3.1 WESTERN BLOT

3.3.1.1 ELECTROFORESIS

Material

Reactivos

I. Soluciones para hacer el gel

- Solucién 1 (0,75M Tris-HCl pH=8,8 y 0.2% SDS). Temperatura ambiente.
o 18,2 g Tris (PM 121,1) en 200 ml agua destilada.
o Ajustar pH a 8,8.
o Afadir 0,4 g SDS.

- Soluciéon 2 (30% acrilamida, 0.8% bis-acrilamida) a 4° C.

- Solucién 3 (0.25M Tris-HCI pH 6.8, 0.2% SDS). Temperatura ambiente.
o 6,1 g Tris en 200 ml agua destilada.
o Ajustar pHa 6,8.
o Anadir 0,4 g SDS.

- PSA13%:1,3 g/10 ml de agua destilada.

- Temed.

- Isopropanol.

II. Soluciones para la preparacion de las muestras

- DTT 100 mM (-20° C).
- Tampoén de carga 4x (-20° C).
o 1,6 ml de tampén fosfato 0,5 M pH=7,0 (preparado mezclando
NaH>PO, 0,5M y Na,HPO4 0,5 M).
o 8ml glicerol.
o 2gSDS.
o 13,3 mg de azul de bromofenol.
o Enrasar a 20ml con agua.

- Tampoén electrolito x10 (Temperatura ambiente). Para 1 L:
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o 144,1 g glicina.
o 30,3 g tris.
o 10gSDS.

Fungible y pequeiio material

- Kit para hacer geles miniprotean (Bio-rad).
- Tubos de 50 ml.
- Tubo eppendorf (no hace falta autoclavarlos).

- Hielo.

Preparativos previos

- Encender termoblock y poner a 100° C.
- Poner a descongelar el DTT y el tampoén de carga.

- Poner a descongelar las muestras en hielo.

Procedimiento

Preparar las muestras
- Mezclar 180 pl de tampoén de carga + 20 pl de DTT (10%).

- Preparar las muestras:

Muestra Muestra (pl) Tx4 H20 Volumen Final
M1 A X 0 A+X=V

M2 B X A-B A%

M3 C X A-B \Y

o A, By C son los volimenes necesarios para cargar los pg que se
necesiten.

o A= By C, y por eso se aflade agua a las muestras M2 y M3, para
tener el mismo volumen para cargar en el gel (es importante porque
podrian correr diferente si los volimenes son muy diferentes).

o Xes el volumen de Tx4 a afadir teniendo en cuenta que al diluirlo
en el volumen final tiene que quedar a concentracion 1x.

- Agujerear las tapas de los tubos eppendorf con una aguja.
- 3" a100° C en termoblock.

- Centrifugar (pulso corto) para bajar las muestras.

Hacer el gel de electroforesis
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- Capacidad
gel:

- Montar los

de los pocillos del | Peines 1mm 1,5mm
10 pozos 44 pnl 66 pl
15 pozos 26 pl 40 pl
cristales en el kit con la separaciéon adecuada (1.0mm o 1.5mm).

- Comprobar que esté bien sellado poniendo agua en medio de los cristales y

dejandolo un rato.
con un papel.
- Preparar el

o}

Al comprobar que no pierde agua, vaciar por decantacién y escurrir

gel separador (resolving):
Poner un tubo de 50 ml en hielo y afadir las soluciones segun el

porcentaje de acrilamida que se necesite:

6% 7% 8% 10% 12% 15%
Soluciéon 1 (ml) 5 5 5 5 5 5
Soluciéon 2 (ml) 2 2,4 2,8 3,4 4 5
Agua (ml) 3 2.6 2.2 1.6 1 0
o Justo antes de ponerlo, afiadir:

o}

O

* 14 pl de TEMED.

= 50 pl de PSA 13%.
Mezclar con vortex y decantar el tubo entre los dos cristales con
cuidado, hasta que el liquido llegue a la marca verde (a2 cm de la
parte superior de los cristales).
Afadir 500 pl de isopropanol.

Dejar polimerizar (15" aproximadamente).

- Preparar el gel concentrador (gel stacking):

O

O

Sacar el isopropanol por decantacién y escurrir con papel.
Poner un tubo de 15 ml en hielo y afiadir:

= (0,55 ml solucién 2

= 20 mlsoluciéon 3

* 1,5mlagua
Justo antes de ponerlo, ahadir:

= 20 Wl TEMED

= 40 nl PSA13%

Mezclar con vortex.
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o Echar sobre el gel separador hasta alcanzar el borde superior de los
cristales e inmediatamente poner el peine (Se saldra parte del
liquido. Cuidado no tocar la acrilamida liquida).

Este paso se tiene que hacer ripido para que los pozos estén limpios (para
que el gel no polimerice antes de poner el peine).

o Dejar polimerizar (10-15").

Electroforesis

- Montar el gel en el electrodo y ponerlo dentro de la cubeta. Es importante
ajustarlo bien para que la cdmara interior quede sellada y no pierda liquido.

- Afnadir tampon electrolito 1x primero en la camara interior y luego por fuera,
pero solo hasta la mitad, para poder ver bien a la hora de cargar las muestras.

- Sacar el peine del gel y limpiar los pocillos pipeteando tampén electrolito con
una pipeta de 1000pl. Este paso es importante para que quepa bien la muestra en los
pocillos.

- Cargar las muestras cogiendo unos pl menos de los que se han preparado (se
evapora siempre un poco).

- Cargar el estandar: 5 pl en geles de 12 y 15 %, y 10 pl en el resto (porque se ve
peor cuando el gel tiene menos acrilamida).

- Acabar de llenar la caAmara exterior de la cubeta.

- Correr el gel unos 80" a 120V (ir comprobandolo segtn lo rapido que se vea el

frente de las muestras).

3.3.1.2 TRANSFERENCIA

Material

Reactivos
- Metanol
-  Tampé6n de transferencia, 4° C (Glicina 0,192M; Tris 0,025M; SDS 2%;
Metanol 20%). Para 4 L (enrasar con agua):
o 57,68 g de Glicina.
o 12,08 g de tris.
o 08gdeSDS.

o 800 ml de metanol.
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Fungible y pequeiio material

- Kit transferencia Bio-rad.
- Papel Whatman.
- Membrana PVDEF.

- Imany agitador.

Preparativos previos

- Mojar la membrana de PVDF 1’ en metanol y pasarla a una cubeta con
tampon de transferencia (1 por gel).

- Poner en tamp6n de transferencia el papel Whatman (2 por gel), esponjas (2

por gel).

Procedimiento

- Sacar el gel del kit de electroforesis, separando los cristales con cuidado.

- Poner el gel en tampén de transferencia junto con el papel Whatman, las
esponjas y la membrana y dejar todo 10" a remojo.

- Montar el casete:

o Parte negra de plastico.

o Esponjal.

o Papel Whatman 1.

o Gel

o Membrana.

o Papel Whatman 2.

o Esponja 2.

o Parte transparente de plastico.

- Cerrar el casete y colocar en el electrodo.

- Poner el bloque de hielo y el iman.

- Llenar la cubeta con tampoén de transferencia y ponerla en una bandeja con
hielo y la bandeja sobre un agitador, de manera que durante toda la transferencia el
tampon de transferencia se mantenga frio.

- 120" a 60v.

- Sacar la membrana del casete (comprobar que se ve bien el estandar).

- Ponerla 10” en metanol y dejar secar sobre papel de filtro a temperatura
ambiente. (15").

- Sino se hace el inmunoblot ese dia, guardar a 4° C envuelta en papel de filtro.
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3.3.1.3 INMUNOBLOT

Material

Reactivos
- TBS 10x (200mM Tris HCI pH=7.5; 1.5M NaCl) mirar para 5L. 4° C:
o 48.44 g Tris.
o Ajustar pHa7,4-7,6.
o 175,32 g NaCl.
- TBS1x: 500 ml de TBS 10x y enrasar a 5L con agua.
- TBS-T para 5L (enrasar con agua):
o 500 ml de TBS 10x
o 2,5mlde Tween.
- TBS-T + leche 5% (dura 3 dias): 2 g de leche en polvo en 40 ml de TBS-T.
- ECL plus (para revelar).

Procedimiento

- Anadir el anticuerpo primario a 4 ml de TBS-T + leche a la dilucién necesaria en
un tubo de 50 ml.

- Meter la membrana seca en el tubo con la cara de las proteinas hacia el interior.

- Incubar a 4° C rotando toda la noche o 1h a Temperatura ambiente.

- Preparar el anticuerpo secundario (como el primario) justo antes de que se
acabe la incubacion de la membrana en el primario.

- Lavar la membrana 2 x 10” en TBS-T y meterla enseguida en el tubo con el
anticuerpo secundario.

- Th rotando a Temperatura ambiente.

- Lavar en TBS-T 1h o0 1Th 30" en una cubeta, en un agitador horizontal.

Revelar la membrana:

- Lavar la membrana 10" en TBS 1x.

- Sacar la membrana y ponerla en una cubeta.

- Incubar la membrana 5 con las soluciones de ECL (2 ml de solucién A + 50 pl
de solucién B). Asegurarse de que las soluciones cubren la membrana (pipetear o agitar

la cubeta).
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- Poner la membrana envuelta entre dos trozos de transparencia y sacar el exceso
de liquidos de ECL.
- Revelar en el sistema de imagen digital VersaDoc (Bio-rad) o revelar en film.
- Tras revelar:
o Lavarla membrana 10" en TBS 1x.
o 1" en metanol.
o Secarla 15’ sobre un papel de filtro.

o Guardarla a 4° C o empezar otro inmunoblot.

3.3.14 STRIPPING DE LA MEMBRANA

El stripping se hace para volver a reprobar la membrana.

Material

Reactivos
- Tampoén de stripping (100 mM B-mercaptoetanol, 62,5M SDS, pH= 6,7)
o Solucioén stock (para 1 L):
= 62,5mlde Tris IM.
* Ajustar pHa6,7.
= 2gdeSDS.
- TBS1x (ver3.1.1.).
- TBS-T (ver 3.1.1.).

Fungible y pequeiio material

- Recipiente que cierre herméticamente y aguante 50° C.

Preparativos previos

- Anadir B-mercaptoetanol: 700 pl/100 ml de tampén de stripping (100 ml de

tampon /membrana).

Procedimiento

- Poner la membrana seca de PVDF 1" en metanol.
- Lavar 10’ en TBS (agitando).
- Poner en un recipiente hermético 100 ml de tampoén de stripping con (-

mercaptoetanol e incubar en él la membrana durante 30" a 50° C con agitacion.
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- Lavar la membrana con grandes volimenes de TBS-T (2 x 10").
- Lavar 5" en TBS.
- Lavar en Metanol 1°.
- Dejar secar 15"
A partir de aqui ya se puede volver a hacer un inmunoblot normal (ver

protocolo 3.1.3.3.).

Apreciaciones

Cantidad de pocillos utilizados:

- Para el Western Blot de proteinas nucleares se extrajeron proteinas de:
o Cultivos primarios: 2-3 pozos de una placa de 6 pocillos del cultivo
mixto, 3-4 pozos del astroglial y 6 del microglial.
o BV2:2 pozos de una placa de 6 pocillos.
- Para el Western de proteinas totales se extrajeron proteinas de:
o Cultivos primarios: 2 pozos de una placa de 24 pocillos del cultivo
mixto, 3 pozos del astroglial y 4 del microglial.
o BV2:2 pozos de una placa de 24 pocillos.

Cantidad de proteinas cargadas en el gel:

- Western Blot de C/EBPs, p65 y p21: se cargaron 15-20pug de proteinas nucleares.
- Western Blot de iNOS, COX-2: se cargaron 60-70pg de proteinas totales.

3.3.2 INMUNOCITOQUIMICA

3.3.2.1 FIJACION DE CELULAS

Material

Reactivos
- PBS0,01 M.
- Paraformaldehido (PFA) 4%.

- Thimerosal.
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Preparativos previos

Preparar PBS-Thimerosal (dilucién 1:1000 en PBS 0,01 M).

Procedimiento

- Aspirar el medio de cultivo.

- Lavar con PBS a Temperatura ambiente.

En la campana de extraccion:

- Anadir PFA 4%.

- Incubar 20-30" a temperatura ambiente.

- Decantar el PFA 4%.

- 3 x5 lavados con PBS en agitador horizontal.

- Poner PBS-Thimerosal y guardar a 4° C.

Placa 48 pocillos Placa 24 pocillos
Lavado PBS (pl) 300 500
PFA 4% (pl) 300 500
PBS-Thimerosal (pl) 300 500

3.3.2.2 INMUNOCITOQUIMICA DE C/EBPS Y P65.

Material

Reactivos

PBS 0,01M.
Metanol.
H>0,30%.

PBS-BSA 1% (-20° C).

Normal Goat Serum (NGS).
Diaminobenzidina DAB (100 mg/ml).

Preparativos previos

Descongelar el PBS-BSA 1%.
Preparar Metanol-H>Ozal 10% (1ml de H2O» + 9 ml de metanol).

Preparar PBS-Thimerosal (dilucién 1:1000)
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Procedimiento

DIA 1:
- 3 x5 lavados PBS.
- 10" en H>O» (30%) -Metanol.
- 3 x5 lavados PBS.
- Durante los lavados se prepara la solucién de bloqueo: PBS-BSA 1%-NGS 5%. El
volumen a preparar dependera del nimero de pocillos (ver tabla).
- Bloquear: 20" a temperatura ambiente con PBS-BSA 1%-NGS 10%.
- Incubar toda la noche con el anticuerpo primario a 4° C, en un agitador.
o Volumen 150pl.
o Disolvente PBS-BSA 1%-NGS 5%.

o Dilucion: ver tabla de anticuerpos.

Pocillos placa 48
Lavados PBS 300pl
H202 -Metanol 300pl
Bloqueo 300pl
Anticuerpo primario 150p1

DIA 2:
- 3x 5" lavados PBS.
- Incubar 1h con el anticuerpo secundario a Temperatura ambiente.,, en un
agitador.
o Disolvente PBS-BSA 1%-NGS 1%.
o Dilucién: ver tabla de anticuerpos.
- 3x 5" lavados PBS.
- Incubar 1h con la Extravidina-HRP secundario a Temperatura ambiente., en un
agitador.
o Disolvente PBS-BSA 1%.
o Dilucién: ver tabla de anticuerpos.
- 3 x 5" lavados PBS.
- DAB:
o Preparar el DAB 1 mg/ml: 100pl DAB + 10pl H>O2 + 10 ml PBS.
o Dejar 8'.
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Pocillos placa 48
Lavados PBS 300pl
Anticuerpo secundario 200pl
DAB 200pl
Bloqueo 300pl

- 3x 5" lavados PBS.

- Dejar en PBS-Thimerosal.

3.3.2.3 INMUNOCITOQUIMICA DE P21

Se tiene que hacer nada maés fijar las células. Ademas, se tiene que hacer un

paso adicional de permeabilizacion.

Material

Reactivos

- PBS0,01M.
- Metanol.

- Hx0230%.

- PBS-BSA 1% (-20° Q).

- PBS-Tritéon 0,2% (Temperatura ambiente).
- Normal Goat Serum (NGS).
- DAB (100 mg/ml).

Preparativos previos

- Descongelar el PBS-BSA 1%.
- Preparar Metanol-H>Ozal 10% (1ml de H2O> + 9 ml de metanol).
- Preparar PBS-Thimerosal (dilucién 1:1000).

Procedimiento

Dia 1:
- 3 x5 lavados PBS.

- Permeabilizaciéon: 10" con PBS-Tritén 0,2%.

- 3 x5 lavados PBS.

- 10" en H>O» (30%) -Metanol.

- 3x 5" lavados PBS.
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- Durante los lavados se prepara la solucién de bloqueo: PBS-BSA 1%-NGS 5%. El
volumen a preparar dependera del nimero de pocillos (ver tabla).
- Bloquear: 20" a temperatura ambiente. Con PBS-BSA 1%-NGS 10%.
- Incubar toda la noche con el anticuerpo primario a 4° C, en un agitador.
o Disolvente PBS-BSA 1%-NGS 5%.

o Dilucioén: ver tabla de anticuerpos.

Pocillos placa 48
Lavados PBS 300pl
H202 -Metanol 300pl
Bloqueo 300pl
Anticuerpo primario 150pl

Dia 2:

- Igual que en el protocolo 3.2.2.2., con la excepciéon de que el DAB se deja 5'.

3.3.24 DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA

Material

Reactivos
- PBS 0,01M.
- PFA
- PBS-BSA 1% (-20° C).
- NGS.
- Anticuerpos primarios.

- Anticuerpos secundarios.

Preparativos previos

- Fijar las células (ver protocolo 3.3.2.1.).

- Descongelar el PBS-BSA 1%.

Procedimiento

Dia 1:
- 3 x5 lavados PBS.
- Durante los lavados se prepara la soluciéon de bloqueo: PBS-BSA 1%-NGS 5%. El

volumen a preparar dependera del ntiimero de pocillos (ver tabla).
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- Bloquear: 20" a temperatura ambiente. Con PBS-BSA 1%-NGS 10%.

- Incubar toda la noche con una mezcla de los dos anticuerpos primarios. En este
protocolo se trabajé mezclando un anticuerpo contra un factor de transcripcion
(C/EBPaq, B o §; todos de conejo) con un anticuerpo marcador de tipo celular (GFAP,
de ratén, o CD11b, de rata). Esta incubacion se realiza a 4° C, en un agitador.

- Volumen 150 pl.

o Disolvente PBS-BSA 1%-NGS 5%.

o Dilucioén: ver tabla de anticuerpos.

Placa de 48 pocillos
Lavados PBS 300pl
H202 -Metanol 300pl
Bloqueo 300pl
Anticuerpo primario 150pl

Dia 2:

- 3 x5 lavados PBS.

- Incubar 1h con una mezcla de dos anticuerpos secundarios: anti-rabbit marcado
con Alexa-546 mezclado con anti-mouse Alexa-488 o anti-rat Alexa-488 dependiendo
de la mezcla de anticuerpos primarios usada. Esta incubacion se realiza a temperatura
ambiente, en un agitador.

- Disolvente PBS-BSA 1%-NGS 1%.

- Dilucién: ver tabla de anticuerpos.

- 3 x5 lavados PBS.

Placa de 48 pocillos
Lavados PBS 300pl
Anticuerpo secundario 200pl

- Tetiir los nticleos con Hoechst-33258 segtin el protocolo de 3.3.3.

- Dejar en PBS-Thimerosal.

3.3.2.5 INMUNOHISTOQUIMICA DE C/EBPB

Para estudiar la expresion de C/EBPP en cortes de tejidos, se hicieron

inmunofluorescencias dobles C/EBPB-GFAP y C/EBPB-CD11b.
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Reactivos

- PBS0,01M.

- Metanol.

- PBS-BSA 1% (-20° C).

- NGS.

- Solucién Hoechst (100 ng/ml).

- Tritén.

Preparativos previos

- Preparar el tejido: congelar con nieve carbénica y cortar con criostato. Los
cortes se guardan montados en portaobjetos a -20° C.

- Descongelar el PBS-BSA 1%.

Procedimiento

Dia 1:

- Partimos de los cortes montados en portaobjetos.

- 3 x 5" lavados con PBS (2ml) en agitador.

- Bloqueo de uniones inespecificas: 2h en PBS-BSA 1%-Tritén 0,2% + NGS 10%.

El suero tiene que ser de la misma especie donadora del anticuerpo secundario.

- Incubacién con los anticuerpos primarios: en unos cortes se pusieron los
anticuerpos anti C/EBPf junto con anti CD11b y en otros los anticuerpos anti C/EBPf
junto con anti GFAP.

o PBS-BSA 1% + NS 10% + anticuerpos primarios
o Todalanochea4®C.
Dia 2:

- 3x5" lavados en PBS-Tritén 0,5 %.

- Incubacién con anticuerpos secundarios:
o PBS-BSA 1% + NGS 10% + anticuerpo secundario.
A partir de este punto se tapan los cortes para evitar que les dé la luz y perder la
sefial fluorescente.

- 3 x 5" lavados en PBS-Tritén 0,5%.

- Tincién con Hoechst-33258 para marcar los nicleos:

o Incubar 5" en solucién de Hoechst-33258 a 100 ng/ml.

105



Materiales y métodos C/EBPs en la activacion glial

- Montar cubreobjetos con Mowiol.

- Guardar a 4° C.

Apreciaciones

Para los experimentos de inmunohistoquimica se utilizaron:
- Para bloquear y diluir anticuerpos:
o NGS10% (para los policlonales de conejo y el monoclonal de ratén).
- Anticuerpos primarios (ver referencia en apartado 1.2):
o Anti C/EBPPa1/1000.
o Anti GFAP a 1/1000.
o Anti CD11ba 1/500.
- Anticuerpos secundarios (ver referencia en apartado 1.2):
o Goat anti-rabbit biotinilado alexa 546 a 1/1000.

o Goat anti-mouse biotinilado alexa 488 a 1/500.

3.3.3 TINCION DE NUCLEOS CON HOECHST-33258

3.3.3.1 FIJACION DE CELULAS BV2 PARA TINCION CON HOECHST-
33258

Material

Reactivos
- PBSO0,01M.
- Metanol a -20° C.

- Thimerosal.

Fungible y pequeiio material

- Placa a fijar.

Preparativos previos

- Preparar PBS-Thimerosal (dilucién 1:1000).

Procedimiento

- Aspirar el medio de cultivo.

En campana de extraccion:
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- Anadir metanol (con mucho cuidado para evitar que las células se levanten).

- Incubar 7'.

- Decantar Metanol.

- 1 x 5" lavado con PBS en agitador horizontal.

- Poner PBS-Thimerosal y guardar a 4° C hasta que se tifian las células.

Placa 48 pocillos
Lavado PBS (ul) 300
Metanol 300
PBS-Thimerosal (pul) 300

3.3.3.2 TINCION DE NUCLEOS CON HOECHST-33258 (BV2 Y CULTIVOS

PRIMARIOS)

Material

Reactivos

- PBS0,01 M.

- Solucién de Hoechst-33258 intermedia (1pg/ml): diluir la solucién madre

1:10 en PBS 0,01M. La solucién de Hoechst-33258 madre (1 mg/ml) se

prepara diluyendo 1 mg de Bisbenzimide (SIGMA B-1150) en 1 ml PBS

0,01M. (Tenerlas en la oscuridad para que no se pierda la fluorescencia).

Fungible y pequeiio material

- Placa a tefiir.

Procedimiento

- Aspirar el PBS-Thimerosal.
- Lavar con PBS 5’.

- Incubar 5 con Hoechst en agitador horizontal. A partir de este paso, tener la

placa tapada para evitar que se pierda la fluorescencia del Hoechst-33258.

-2xPBSY

- Guardar en papel de aluminio la placa para que no pierda la sefial fluorescente

del Hoechst.
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3.3.4.1 RECUENTO DE CELULAS BV2

Para los experimentos de proliferacién se sembraron 2 placas por dia de estudio

de la proliferacion (4 dias) sembradas de forma diferente para evitar efectos en el

crecimiento celular debidos a la posicion en la placa.

Las células se fijaron de acuerdo al protocolo 3.3.3.1. y se tifieron con Hoechst

(protocolo 3.3.3.). Para el recuento se hicieron 4 fotos por pocillo y se contaron con el

programa Image J.

25000 cél/ml 50000 cél/ml 100000 cél/ml

OO0O

OO0
OO00O
0000
O0O00O
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25000 cél/ml 50000 cél/ml 100000 cél/ml
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3.3.5 ELISA

DIA 1. FITAR EL ANTICUERPO DE CAPTURA A LA PLACA

BV2
BV2C3

BV2Cé

BV2 pCDNA

BV2C3
BV2

BV2 pCDNA

BV2Cé

J

Materiales

Reactivos

- PBS

x 4 dias

- ELISA de TNF-a con Eli-Pair Diaclone kit (Rat TNF-a: 872.010)
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Fungible y pequeiio material

Placa 96 pocillos Maxisorp (Nunc 439454)(es muy importante que sea esta
marca para que el anticuerpo no se fija al plastico).

Anticuerpo de captura.

Procedimiento

- Mezclar anticuerpo de captura con PBS.
- Ponemos 100 pl de la mezcla en cada pozo.

- Incubar toda la noche a 4° C.

Pozos Anticuerpo de PBS (ml)
captura (pl)
100 100 10
80 80 8
60 60 6
40 40 4

DIA 2. BLOQUEO DE LA PLACA

Materiales

Reactivos
- PBS-Tween 0,05% (n° pozos x 2 x 0,25ml)
- PBS-BSA 5% (n° pozos x 0,25ml) (preparado el mismo dia).

Fungible y pequeiio material
- Placa 96 pocillos Maxisorp (Nunc 439454) (es muy importante que este tipo
para que el anticuerpo se fije al plastico).

- Anticuerpo de captura.

Procedimiento

- 2lavados de 10" con PBS-Tween 0,05% (250 pl/pozo).

- 2-4 horas en PBS-BSA 5%, temperatura ambiente (250 ul/pozo).

- Vaciamos los pozos y dejamos secar la placa toda la noche a temperatura
ambiente, con un papel de filtro que deje que se evapore.

La placa preparada asi se puede guardar 2 semanas a 4° C en atmosfera seca.
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DIA 3. ELISA

Materiales

Reactivos
- PBS-BSA 1% (para estdndar, muestras y anticuerpo de deteccion: 0,15 ml por
pozo)
- PBS-Tween 0.05% (n° pozos x 6 x 0,25 ml).
- PBS-BSA 1%-Tween 0.1% (0,1 ml por pozo).
- Soluciones del kit: anticuerpo de deteccién, Streptavidina-HRP, TMB.
- Acido sulfarico TM.

Procedimiento

- Preparacién estandar: disolver el TNF-a liofilizado en 1,1 ml de solucién
cultivo-PBS-BSA (la misma solucién que resulta de diluir las muestras, por ejemplo, si
se diluyen las muestras 1/10 en PBS-BSA 1%, se diluye el estindar en medio de cultivo
1/10 en PBS-BSA 1%) (la concentraciéon de TNF-a = 1000 pg/ml).

Se preparan diluciones sucesivas 1:1 en solucion cultivo-PBS-BSA (1000, 500,
250, 125, 62, 31 y 0 pg/ml). Dejar un blanco (vol 250ul, haremos dos pozos con 100 pl
por pozo).

- Preparacion de las muestras:

o Diluir las muestras en BSA-BSA 1%

o Dilucién de les muestras (la glia mixta tratada con LPS si no se diluye
mucho (1/40) se sale del rango del patrén. Con las células BV2, a 25000
céls/ml, LPS 100 ng/ml, hace falta diluir 1/10.

- Incluir un blanco con el medio de cultivo diluido igual a las muestras de PBS-
BSA 1%.

- Ponemos los estandares y las muestras en la placa (100 pl/pozo).

- Mezclamos el anticuerpo de detecciéon y el PBS-BSA 1% (20 pl anticuerpo de
deteccion por 1 ml PBS-BSA 1 %; 50 ul por pozo).

- Ponemos 50 pl de anticuerpo de deteccion diluido por pozo.

- 3 h a temperatura ambiente.

- Lavados con PBS-Tween 0,05 %

- 20" de Streptavidina-HRP (100 pl/pozo). (2 pl Streptavidina kit + 13ml PBS-
BSA 1%-Tween 0.1%)
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- 3 x 5min. Lavados con PBS-Tween 0,05 % (250 pl/pozo).

- Paramos la reacciéon con &cido sulftirico 1M (100 pl/pozo) (diluir el acido
sulftirico 97% 1:10 en agua).

- 15" a temperatura ambiente en soluciéon TMB (kit) en la oscuridad (100ul/pozo)
(sube el color azul).

- Leer a 450nm (referencia 620 nm).

3.3.6 CO-INMUNOPRECIPITACION

Materiales
Reactivos

I. Soluciones madre

- PBSestérila4®°C

- KCI1M (3,73 g/50ml) a 4°C.

- NaCl4M (11,68 g/50ml) a 4°C.

- EDTA 0,5M (3,72g (disodio)/20ml):  Necesita un medio basico para
disolverse por lo que se disuelve primero en un volumen reducido (5-10 ml)
afiladiendo NaOH (10N). Una vez disuelto se ajusta el pH a 8 con HCl
concentrado (5N) y se lleva a un volumen final de 20 ml.

- EGTA 0,1 M (0,95 g/25 ml): Se disuelve como el EDTA, primero en solucién

basica y después se ajusta el pH a 8.

II. Soluciones de extraccion:

Se preparan el dia antes del experimento y duran 15 dias.
- Tampén IP (Tris 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tritén
1%). Para 10 ml:
o Tris: 200 pl de stock 1M.
o NaCl: 250 pl de stock 4M.
o EDTA: 20 pl de stock 0,5M.
o EGTA: 100 pl stock 0,1M.
o Tritén: 10 pl.
o AjustarelpHa?7,5
La concentracion de NaCl es muy critica, y depende de lo fuerte que sea la union del dimero. Por

eso, la primera vez que se hace es mejor probar una bateria de concentraciones.
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- Bolitas de proteina A-agarosa (Sigma #P2476-1ML).

- Tampon de carga (ver protocolo 3.3.1.).

Procedimiento

Dia 1
- Preparacion de las muestras:
o 500 pl de tampoén IP.
o 300 pg de proteina nuclear (aproximadamente 300 pl) (para
extraccion ver protocolo 3.6.6.).
o Normal rabbit serum: 10 % del volumen final
o 20 pl de solucién IP con 25% de proteina A-agarosa.

- Preparaciéon del blanco: se prepara con lo mismos componentes que las
muestras, excepto la proteina. En este caso se pone el volumen equivalente de agua al
volumen puesto para las proteinas. El blanco sirve para reconocer la banda del
anticuerpo en la membrana, y no confundirla con nuestra proteina.

- Incubar las muestras y el blanco a 4° C en agitaciéon durante 30".

- Centrifugar 5 a 3000 rpm.

- Pasar el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo y anadir 5 pg (2,5 pl) de
anticuerpo (anti C/EBP6 de conejo).

- Incubar a 4° C en agitacion durante 2 horas.

- Anadir 20 pl de 25 % proteina A-agarosa e incubar toda la noche a 4° C en
agitacion.

Dia 2
- Lavar 3 veces con tampon IP:
o Poner 500 pl.
o Centrifugar 5" a 3000 rpm

- Resuspender en 15 pl de tampén de carga.
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3.4 BIOLOGIA MOLECULAR

34.1 GENOTIPADO DE RATONES

3.4.1.1 EXTRACCION DE ADN GENOMICO (GENOTIPADOQ)

OBTENCION DE TEJIDO

Material

- Hielo.
- Bisturi.
- Tubos eppendorf autoclavados.

- Etanol.

Procedimiento

- Cortar la cola o el higado con un bisturi y poner en un tubo eppendorf.

- Poner en hielo o nieve carbénica nada mas cortarlo.

- Lavar el bisturi con etanol entre muestras (riesgo de contaminacién de ADN).

- Se guarda a 4° C, -20° C 6 -80° C dependiendo de si lo vamos a usar en el dia, de

un dia para otro o de una semana para otra.

EXTRACCION

Material
Reactivos

I. Soluciones madre

Tris IM.

- EDTA 0,5M: 18,6 g/100 ml. Primero se disuelve en un volumen reducido
(20 ml) y se aflade NaOH hasta que se disuelva. Una vez disuelto llevar a
pH=8 con HCI 5N y enrasar a 100 ml con agua miliQ.

- NaCl 4M: 23,36 g/100 ml.

- SDS10 %:5g/50 ml
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II. Soluciones de extraccion

- Acetato Amonico 7,5 M: 28,90 g/50 ml (a temperatura ambiente).
- Etanol absoluto (-20° C).
- Etanol 70% (-20° C).
- Proteinasa K: 200 mg/ml (es la concentracién de la solucién comercial).
- SDS10 %:5 g/50 ml.
- Tampoén de digestion (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 25 mM EDTA, SDS 0,5 %,
Proteinasa K a 0,1 mg/ml, pH 8). Para preparar 100 ml:
o 1mldeTris IM.
o 2,5mldeNaCl4M.
o 5mlde EDTA del stock 0,5M.
o Ajustar a pHS8.
También se puede poner RNasa, para una mayor pureza de la muestra, pero para genotipar a

partir de cola no hace falta (en higado si, porque hay mds ARN y se puede inhibir la reaccion de

PCR).

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf autoclavados.

Preparativos previos

- Preparar el volumen necesario de tampoén de digestion y afadir el SDS 10% y la
proteinasa K:
o 400 pl de tampoén de digestion por cola (20-25 mg).
o 1mldetampén: 50 pl SDS/1 ml de tampoén.
o 5 pl Proteinasa K/1 ml de tampoén.

Procedimiento

- Anadir 400 pl de tampoén de digestion (con el SDS y la Proteinasa K) al tubo
eppendorf con la cola.

- Incubar a 50° C 12-18 h (15h es lo 6ptimo) en termoblock. Si pasadas 15 h no
vemos que el tejido se esta disgregando bien, mezclamos con vértex y en 1 6 2 h mas se
disgregara bien.

- Afnadir 1 volumen (igual al inicial, 400pul) de Cloroformo Isoamyl alcohol 24:1 y
agitar suavemente.

- Centrifugar 10" a 1700g.
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Si no se separan bien las 2 fases (acuosa y orgdnica), ariadir otro volumen de tampdn de digestion
sin proteinasa K y repetir la centrifugacion. Si aparece una delgada interfase blanca repetir la extraccion

orgdnica (se quita la fase acuosa y se ariade = vol de Cloroformo a la acuosa que se ha quitado).
- Pasar FASE ACUOSA (arriba) a un tubo eppendorf nuevo (pipeteando con
mucho cuidado).
- Afadir:
o Y2 volumen de acetato amonico (stock 7,5 M).
o y un volumen (600 pl o 1,2ml) de Etanol 100% (-20° C).
- Mezclar con voértex.
- Dejar toda la noche a -20° C (precipita el ADN).
- Centrifugar 2" a 1700 g (generalmente no se ve sedimento).
- Decantar Etanol absoluto por el lado contrario al del sedimento.
- Lavar el sedimento de ADN con 1 volumen de Etanol 70% (tener a -20° C):
o Anadir el etanol.
o Centrifugar 2" a 5000rpm (6 5 a 1000 rpm si no se precipita bien).
- Decantar el etanol por el lado contrario al que estéa el sedimento y dejar escurrir
en papel de filtro.
- Dejar hasta que se seque por completo (puede tardar incluso 2h).
- Resuspender el sedimento en TE o H>O autoclavada en 100 pl para una cola.

- Cuantificar mediante gel de agarosa (para ver cantidad y calidad).

34.1.2 PCR DE GENOTIPADO DE RATONES DEFICIENTES EN C/EBPB

Material

Reactivos

- Taq polimerasa, con el tampén y el Mg2*
-  MEZCLA dNTPs 2,5 mM.

- Primers 10 pM.

- Primers forward y reverse 10 pM.

- Agua estéril.

Fungible y pequeiio material

- Puntas con filtros estériles.
- Agua autoclavada.

- Pipetas de PCR.
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- Gradilla de PCR.
- Bandeja con hielo.

- Tubos eppendorf estériles de 1,5 ml y 0,2 ml.

Preparativos previos

- Dejar a descongelar las muestras de ADN y los componentes de la PCR

(Tampoén 10x, MgCl2, primers, ANTPs), excepto la Taq.

Procedimiento

- Preparar la mezcla, pipeteando por este orden:

o Agua.

o Tampoén 10x.
o MgCl2.

o dNTPs.

o Primers.

- Preparar las muestras:
o Primero se pone el agua necesaria para ajustar el volumen a 10 ul y
después se pone la muestra.
o Después se pone la cantidad de muestra que creamos necesaria
(segtin imagen del gel de la extraccion de ADN). Tener en cuenta
que hay que preparar una muestra mds: el blanco. En éste
pondremos 10 pl de agua después de poner el ADN en todas las

demas (para comprobar que no se contaminan al pasar de una a

otra).
pl/MUESTRA | CONC. STOCK | CONC. FINAL
10 x Tamp6n 3 10x 1x
d NTP 24 2,5mM 1,5 mM
MgCl2 0,75 50 mM 1,25 mM
Fprimer (CEBP. 1s) 2,4 10 pM 08 ptM
Rprimer (CEBP. 4as) 1,2 10 pM 04 pM
Rprimer (CEBP. Neoas) 1,2 10 pM 04 pM
Taq 0,15 50/ nl 0,025U/ pl
20 - resto (no
Agua (20-resto) ADN)
Muestra ADN 10
TOTAL 30
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- Una vez preparadas las muestras en los tubos de PCR y la mezcla, afiadir la Taq
a la mezcla.
- Poner 20 pul de la mezcla en cada tubo de PCR.
- Llevar al termociclador:
o 4a9%°C.
o 35 ciclos de:
= 1730”a9%4°C.
= 1"30"ab59°C.
= 1"30"a72°C.
o 10"a72°C.
Esperar a que la temperatura de la tapa esté a 100° C y la de la placa a 70° C antes de
meter las muestras en el termociclador.
- Una vez terminada la PCR, correr un gel de agarosa:
o Anadir 6pl de Tx6 a los 30 pl de muestra, y cargar 15ul en un gel de
agarosa al 1,5 % (cargar 6yl del estandar).
o Correr el gel 45" a 90v.
* Alelo mutante: 396bp
= Alelo salvaje: 211bp

3.4.1.3 PCR DE GENOTIPADO DE RATONES DEFICIENTES EN A2A

El material y el procedimiento son iguales que en caso de C/EBPp, y sélo

cambian la concentracion de los componentes de la PCR y los ciclos.

ul/MUESTRA CONC. STOCK [ CONC. FINAL
10 x Tampon 3 10x 1x
d NTP 2,4 2,5 mM 1,5 mM
MgCI2 0,75 50 mM 1,5 mM
Fprimer 0,6 10 pM 04 pM
Rprimer 0,6 10 pM 04 pM
Taq 0,15 5U/ pl 0,025 U/ pl
Agua (20-resto) 20 - resto (no ADN)
Muestra ADN 10pl
TOTAL 30pl
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- Ciclos:
o 2 a9%4°C.

o 40 ciclos de:

= 1" a%4°C
= 207 ab5°C.
= la72°C.

o 107a72°C.

Esperar a que la temperatura de la tapa esté a 100° C y la de la placa a 70° C antes de
meter las muestras en el termociclador.
- Una vez terminada la PCR, correr un gel de agarosa:
o Afadir 6pl de Tx6 a los 30 pl de muestra, y cargar 15pl en un gel de
agarosa al 1 % (cargar 6pl del estandar).

o Correr el gel 30" a 90v.
= Alelo mutante: 618bp.
= Alelo salvaje: 163bp.

3.4.2 GENERACION DE PLASMIDOS PTER

Para insertar los oligonucle6tidos de ADN cuya transcripcion dara lugar a los
ARN de interferencia de horquilla, se siguieron una secuencia de pasos que incluian la
amplificacion de la cantidad de plasmido mediante la transformaciéon de bacterias
competentes, la digestion y desfosforilaciéon del mismo, la ligacion y finalmente la

secuenciacion.

3.4.21 GENERACION DE CELULAS COMPETENTES

Material

Reactivos
- TSB (10% PEG, 5% DMSO, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4) (para 100ml):
o LB (disolvente).
o PEG de peso molecular 3350.
o MgCl2:1ml
o 10 mM MgSO4: 0,24g (MgSO4 . 7 H20 pm:246,5).
o Ajustar pHa6,1.
Guardar a 4° C.
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- Agua estéril filtrada.

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf autoclavados.
- Asade Digransky de siembra.
- Tubos para centrifuga Sorvall.

- Pipeta seroldgica estéril.

Otros
- Bacterias E. coli DH5a.

Procedimiento

Dia 1:
- Dejar descongelar en hielo un tubo eppendorf de células competentes.
- Sembrar en una placa de LB con el asa de Digransky toda la noche a 37° C.
Dia 2:
- Picar una colonia e inocular en 5ml de LB e incubar 16h (toda la noche) a 37° C
agitando a 250 rpm.
Dia 3:
- Poner 1 ml del cultivo de 5 ml en 250 ml de LB y poner a crecer a 37° C y 250
rpm hasta que la densidad éptica a 600 nm (DOsoo) se acerque a 0,6.
- Centrifugar los 250 ml a 6000g (Sorvall R-50, rotor GSA) 10".
Bajo el mechero Bunsen:
- Con cuidado para que no se resuspenda, decantar el LB y dejar escurrir sobre
un papel.
- Resuspender el sedimento con 25 ml de TSB a 4° C (1:10 del volumen inicial)
con una pipeta seroldgica de 25 ml.
- Dejar 10" en hielo.
- Alicuotar en tubos preenfriados: poner 500 pl/tubo eppendorf y poner el tubo
eppendorf en bano de etanol/nieve carbénica.

- Guardar a -80° C.
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3.4.22 TRANSFORMACION QUIMICA DE BACTERIAS

Material

Reactivos
- Placas LB + ampicilina.
- KCM (0,5M K(J, 0,15M de CaCly, 0,25M de MgCl,) 4° C. Para 20ml:
o KCl:1,86g.
o CaCly: 7,5ml de stock 1M.
o MgClo: 5ml de stock 1M.
o Filtrar con filtro de 0,22pm.
- Agua estéril filtrada. 4° C.

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf autoclavados.

- Asa de Digransky de siembra.

Procedimiento

- Dejar descongelar en hielo un tubo eppendorf de células competentes.
- En otro tubo eppendorf enfriado previamente poner:
o 20plde KCM
o 1pl de ADN plasmidico (minimo de 0,1-1ng) o 5-10 pl de ligacién
- Anadir 80 pl de agua filtrada.
- Pipetear 100 pl de células competentes en cada tubo eppendorf.
- Mezclar con golpecitos de dedo, y dejar 10" en hielo.
- Dejar a temperatura ambiente durante 5.
- Sembrar 100 pl de LB en placas de agar + antibiético (asa de Digransky).
- Una vez extendido, se dejar 10-15" en temperatura ambiente o 37° C hasta que se
absorba el medio en el agar.

- Se gira la placa en el incubador y se deja toda la noche a 37° C.
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3.4.2.3 EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO (MINIPREP)

Material

Reactivos

- Kit eppendorf (eppendorf #0032 005.500).

Fungible y pequeiio material

- Columnas y tubos eppendorf del kit.
- Tubos eppendorf autoclavados.
- Material para hacer gel de agarosa.

- Cubeta cuarzo y espectofotémetro, para cuantificar.

Preparativos previos

- Crecer durante 16 horas bacterias con el plasmido a 37° C y agitando a 250 rpm.

Procedimiento

- Seguir el protocolo indicado por el fabricante.

3.4.24 EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO (MAXIPREP)

Material

Reactivos (inenos el LB, que se autoclava, hacerlos con agua milli Q)

- Placas LB + ampicilina

- LB

- P1(50 mM Tris, 10 mM EDTA, 100 pg/ml de RNasa, pH 8), a 4° C.
o Tris.
o EDTA.
o RNasa.

- P2 (200 mM NaOH, 1% SDS), a temperatura ambiente.
o NaOH
o SDS

- P3(B3MKACc pH5,5)a4°C:

- Fenol (SIGMA P4557-100 ml).

- PEG13% (81268-250G SIGMA): 6,5 g en 50 ml m

- NaCl5M: 14,61 g en 50 ml

- NaAc3M, pH 5,5:12,30 g en 50 ml de H20
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Fungible y pequeiio material

- Erlenmeyer 500 ml

- Tubos para centrifuga Sorvall de 250ml y de 35 ml.
- Mechero Bunsen.

- Filtros de malla 105pum.

- Tubos eppendorf autoclavados.

Preparativos previos

- Transformar bacterias DH5a con el plasmido.

Procedimiento

Dia 1

- Inocular una colonia en 250 ml de LB estéril con ampicilina 50pg/ml (bajo el

Bunsen).
Dia 2

- Pasar todo el volumen a un bote Sorvall de centrifuga.

- Centrifugar 15" a 8000 rpm (10000g) a 4° C (Centrifuga Sorvall, rotor GSA)

- Descartar el sobrenadante por decantaciéon y escurrir en papel de celulosa
(hacerlo enseguida para evitar que se resuspenda).

- Resuspender en 5 ml de P1 con pipeta de 1000 hasta que no queden grumos (no
mezclar con voértex).

- Anadir 5 ml de P2 y mezclar por inversion (10 vueltas).

- Anadir 5 ml de P3 con cuidado, para evitar que se hagan grumos pequefios:
mezclar con una pipeta dando vueltas hasta que no se vea amarillo, sino grumos
blancos.

- 10000 rpm 40" a 4° C (Sorvall, rotor GSA).

- Decantar el sobrenadante en un tubo muy limpio, en el que quepan unos 35 ml,
filtrandolo con malla de 105 pm para evitar que pasen grumos.

- Afadir 0,7 volimenes de isopropanol: 11 ml (0,7 vol de 15ml).

- 12000 rpm 30" a 4° C

- Secar sedimento. Puede estar 2h secandose boca abajo sobre un papel de
celulosa y con papel de celulosa metido en el tubo (sin tocar el sedimento) para escurrir
el isopropanol.

- Resuspender en 640 pl de TE agitandolo, pero sin pipetear, sino con mezclar

con vortex suave. Pasarlo a un tubo eppendorf de 2 ml autoclavado
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- Centrifugar a maxima velocidad 5" a Temperatura ambiente.
- Anadir 160 pl de NaCl 5M (concentracion final = 1M).
- Anadir 800 pl (1 vol) de PEG 8800 13 % (concentracién final =7,5 %).
- Incubar a 4° C mas de una hora, en un agitador orbital o sin agitar. En este paso
se puede estar toda la noche o todo el fin de semana.
Dia 3
- Centrifugar 5 a méxima velocidad.

- Aspirar y resuspender en 800 pl de TE durante unos 20" mezclando con vortex.

En la campana de extraccion (el fenol es muy téxico):

- Anadir 800 pl de Fenol-tris y mezclar con voértex hasta verlo con aspecto
lechoso.

- Centrifugar 10" a méxima velocidad.

- Rescatar la fase de arriba con pipeta de 200 pl con la punta cortada para evitar
que suba la interfase (sobretodo, no arriesgarse a coger nada de la interfase).

- Anadir 800 pl de Cloroformo:Isoamyl 24:1 y mezclar con vortex.

- Centrifugar 10" a maxima velocidad.

- Rescatar la fase de arriba con pipeta de 200 pl con la punta cortada para evitar
que suba la interfase (sobretodo, no arriesgarse a coger nada de la interfase).

- Anadir 0,1 vol 3M NaAc pH=5,5 y mezclar bien (60 pl porque se recuperan
alrededor de 600 pl).

- Anadir 2,5 vol de Etanol 100% (a -20° C) hasta llenar tubo eppendorf de 2 ml. En
este punto se ve como se forman hilillos que son ADN.

- Incubar 2-3h a 4° C en agitacion.

- Centrifugar 5 a méxima velocidad.

- Lavar con Etanol 70% y dejar secar 1-2h.

- Resuspender en TE (200 pl por ejemplo) y mezclar con vortex.

3.4.25 DIGESTION DEL PLASMIDO

Material

Reactivos
- Plasmido a digerir.
- Enzimas de restriccién Bgl II y Hind IIL

- Tampon de digestion.
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Fungible y pequeiio material

- Tubo eppendorf estériles

Preparativos previos

- Determinar qué tipo de digestion tenemos que hacer: Para introducir los
oligonucleétidos para la producciéon de ARN de interferencia, cortar pTER con los
enzimas Hind III y Bgl II.

- Determinar el mejor tampoén para producir la digestion simulténea.

- Determinar el volumen de enzima a poner: la relaciéon entre ADN a cortar y

enzima de restriccion es de 1 unidad de enzima/1pg de ADN.

Procedimiento

- Poner los componentes en un tubo eppendorf:
o o6ul pTER (=1pg) + 1ul de Bgl II + 1pl de HindIIl + 2ul de
Tampon (estd a 10x y tiene que quedar a 1x) +10 ul H2O

- Dejar a 37° C un minimo de 1-2h para permitir que se digiera.

3.4.2.6 DESFOSFORILACION DEL PLASMIDO

Material

Reactivos
- Plasmido digerido.
- Fosfatasa.

- Tampoén de desfosforilacion.

Fungible y pequeiio material

- Tubo eppendorf estériles

Procedimiento

- Poner los componentes en un tubo eppendortf:
o 30 pl pTER digerido + 1ul de CIAP + + 5ul de Tampoén (estd a
10x y tiene que quedar a 1x) +14 pl H2O
-107a37°C.
- 15" a 85° C (para inactivar la fosfatasa).

- Ponerlo a 4° C.
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Tras la desfosforilacion se tiene que purificar otra vez el ADN, pero esta vez no hace falta
hacer un gel de agarosa, sino que se sigue el mismo protocolo del Clean Up de tubo eppendorf
poniendo directamente el Binding Buffer sobre el volumen de la desfosforilacion (como si de la

banda de agarosa cortada se tratara).

3.4.2.7 PURIFICACION DEL PLASMIDO DEL GEL DE AGAROSA

Material

Reactivos
- Kit Clean Up de eppendorf (#0032 007.740).

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf estériles.

- Hojas de bisturi.

Preparativos previos
- Correr en un gel de agarosa el plasmido una vez digerido.

- Poner a 50° C el termoblock.

Procedimiento

- Cortar la banda con una hoja de bisturi, apurando lo méximo para no llevarnos
demasiado gel y pasarla a un tubo eppendorf 1,5 ml (Se corta en la luz UV, pero no
dejar mucho tiempo, porque el ADN se podria dafiar).

- A partir de aqui seguir el protocolo del fabricante.

34.2.8 LIGACION

Material

Reactivos
- Ligasa.
- Tampoén de la ligasa (esta a 5x) (stock a -20° C).

- Oligonucleétidos de ADN a introducir en el plasmido (inserto).
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Fungible y pequeiio material

- Tubo eppendorf estériles

Preparativos previos

- Correr en un gel de agarosa 5 pl del plasmido tras la purificacion de la
desfosforilacién para saber la calidad y cantidad del plasmido, lo cual es
muy importante para saber la cantidad de plasmido a utilizar.

- Poner en hielo:

o Ligasa (stock a -20° C)
o Tampoén de la ligasa (esta a 5x) (stock a -20° C)
o Oligonucleétidos de ADN que queremos introducir en el pldsmido

(a -20° C): C/EBPb2, C/EBPb7, C/EBPb22, C/EBPb26, C/EBPb29.

Procedimiento

- Poner en un tubo eppendorf plasmido e inserto en una proporcién molar de 1:
4. Esto se averigua calculando los moles que hay mas o menos a partir de la cantidad
en nanogramos que extrapolemos del gel de agarosa.
o 2ul de plasmido pTER + 1pl del oligonucledtido + 1ul ligasa +2pl
tampon de la ligasa + 4pul H20
- Poner también un control negativo:
o 2ul de plasmido pTER + 1l ligasa +2ul tampén de la ligasa + 5ul
H2O (EI tampdn esti a 5x, por eso hay que ajustar el volumen de tal
manera que quede a 1x)

- Dejar 1-2h a 37° C (se pone en un termociclador de PCR).

3.4.29 PRECIPITACION DE ADN PARA SECUENCIACION

Material

Reactivos
- Acetato s6dico 3M.

- Etanol absoluto.

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf estériles.
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Procedimiento

- Anadir:
o Acetato sodico hasta que represente 10% del volumen total.
o Etanol absoluto (3 volimenes).

- Dejar precipitar el ADN a 4° C durante 2h.

- Centrifugar 10" a méxima velocidad.

- Eliminar sobrenadante por decantacion.

- Lavar con Etanol 70%.

- Centrifugar 5" a méxima velocidad.

- Decantar y secar en un centrifugador de vacio.

3.4.2.10 SECUENCIACION

Los pldsmidos con inserto se han secuenciado con el primer BGH reverse en la

casa “Sistemas Gendmicos”.

Transfeccion de BV2 con plasmidos

3.4.3 TRANSFECCION DE PLASMIDOS

3.4.3.1 LINEARIZACION DEL PLASMIDO

Con la linearizacién previa, cortamos el plasmido en un sitio que no afecta a

nuestro inserto, y evitamos la linearizacion aleatoria dentro de la célula.

Material

Reactivos
- Plasmido a digerir.
- Enzimas de restriccién Pvu L.

- Tampoén de digestion.
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Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf estériles.

Preparativos previos

- Asegurarse de que hay un tnico sitio de corte para el enzima Pvu L.

Procedimiento

- Seguir mismo protocolo que 3.4.2.5.

3.4.3.2 TRANSFECCION

Reactivos

- Lipofectamina 2000.

- OptiMEM L

- RPMI10 (RPMI+10% FBS + P/S)
- RPMIO sin antibiético.

- Placas de petri de 60 mm (= p60).

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf estériles.

Preparativos previos

- Linearizacion del plasmido
- Purificacion del plasmido linearizado sin hacer gel, como el protocolo 3.4.2.7.

- Cuantificar ADN.

Procedimiento

Dia 1
- Sembrar BV2 a 100000 células /ml en RPMI10 en placas p60 (5ml).
Dia 2
- Cambio de medio RPMI10.
Dia 3
- Comprobar que la densidad de las células es, de al menos, el 80% y hacer
proporcion ADN:lipofectamina de 1:3.
- TUBO 1: mezclar Lipofectamina + OptiMEM I para placas totales:
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o (8 pl de lipofectamina + 492 pl de OptiMEM I) x placas totales (=p60 con
plasmido de interés (pCDNA o pTER) + placas con GFP).

o Dejar 5 a Temperatura ambiente..

- Preparar ADN + OptiMEM I:

o TUBO 2a: mezcla pladsmido de interés: (2 pg de plasmido + volumen
restante hasta 500 pl de OptiMEM I) x placas con ese plasmido (=p60
con plasmido de interés).

o TUBO 2b: mezcla plasmido GFP: (2 pg de plasmido + volumen restante
hasta 500 pl de OptiMEM 1) x placas con plasmido (=p60 con plasmido
GFP).

- Poner Lipofectamina en tubos con los plasmidos:

o Pasar del TUBO 1 a los TUBOS 2a y 2b: 500pl del MEZCLA x cada placa
de cada condicion.

- Incubar 25" a temperatura ambiente.
- Durante los 25 preparar las células:

o Quitar medio de cultivo.

o Lavar con RPMI10 sin antibiético o sin suero.

o Poner 1 ml de RPMI10 sin antibiético.

- Poner 1 ml de DNA + lipofectamina (TUBOS 2a y 2b) en la placa que
corresponda.
- Incubar 4h a 37° C.

- Quitar el medio de transfeccién y aftiadir RPMI10.

(W)

OptiMEM Lipofectamina

CELULAS

1ml
Plasmldo 1 I I’lasnudo 1 —
llpofectamma h @
1ml
OptiMEM @ Plésmidoz @ dsmido —

OphMEM

lipofectamina } @
OptiMEM

Plasmido
-GFP

Plasmldo GFP 1m @

hpofectamma
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3.44 SELECCION CLONAL

34.4.1 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTIBIOTICO
DE SELECCION

Material

Reactivos

- Zeocina

- Geneticina

- RPMI10 (=RPMI + FBS10%)

Trabajar tanto con la zeocina como con la geneticina con la luz de la campana apagada,

ya que tanto la zeocina como la geneticina son fotosensibles.

Fungible y pequeiio material

- Botellas T25.

- Placas de 24 pozos.

Preparativos previos

- Precalentar el RPMI10 a 37° C.

- Preparar curva estdndar de RPMI10 con concentraciones crecientes del
antibiético de seleccién (zeocina o geneticina) de forma que las concentraciones finales
en los pozos de las placas de 24 pocillos sean: 37,5 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 150
pg/ml, 300 pg/ml, 600 pg/ml. Para ello se prepara medio con el antibidtico 5 veces

mas concentrado.

Procedimiento

- Resuspender las células BV2 pipeteando con una pipeta serolégica (10 veces).
- Sembrar 400 pl en pocillos de una placa de 24 pocillos a 100000 células/ml.
- Anadir 100 pl de RPMI10 con las diferentes concentraciones de antibiético. Al

diluir el medio con antibi6tico, las concentraciones finales serdan las mencionadas.

3.4.4.2 SELECCION CLONAL

Las células BV2 se despegan facilmente de la placa, por lo que tenemos que

hacer una seleccidon clonal adecuada a este hecho.
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Material

Reactivos

- Zeocina o Geneticina.

- RPMI10 (=RPMI + FBS10%)

Trabajar tanto con la zeocina como con la geneticina con la luz de la campana apagada,

ya que tanto la zeocina como la geneticina son fotosensibles.

Fungible y pequeiio material

- Placas de 96 pocillos de cultivos.

Preparativos previos

- Precalentar el RPMI10 a 37° C.

- Preparar el medio de seleccion:
o RPMII0 + Zeocina (transfeccion de pTER): 150pg/ml
o RPMII0 + Geneticina (transfeccién de pCDNA-LIP): 300pg/ml
Guardarlos a 4° C y trabajar con ellos con la luz de la campana apagada, ya que

tanto la zeocina como la geneticina son fotosensibles.

Procedimiento

Dia 1:
- Transfectar las células.
Dia 3: DILUCION INICIAL
- Aspirar el medio de cultivo.
- Anadir a la T25 5 ml de RPMI10 con el antibiético de seleccién.
- Pipetear con pipeta serolégica de 5 6 10ml para despegar las células. (10 veces).
- Pasar 1ml a otra T25 y afiadir 4 ml de medio de seleccion.
Dia 5: DILUCION CLONAL
- Aspirar el medio de cultivo.
- Anadir a la T25 3 ml de medio de seleccion.
- Pipetear con pipeta seroldgica de 5 6 10 ml para despegar las células. (10 veces).
- Pasar 500 pl a una T25 nueva y afiadir 4,5 ml de medio de seleccién.
- Pasar a un tubo estéril los 2,5 ml restantes y contar las células con un
hemocitémetro.
- Diluir las células de manera que obtengamos finalmente 20 ml de células a una

concentracion de 0,7 células/100 pl en el medio de seleccion correspondiente.
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- Sembrar 2 placas de 96 pocillos (100 pl/pozo).
Diluyendo de esta forma conseguimos que haya 0,7 células por pocillo de media en las
placas sembradas, de tal forma que conseguiremos clones procedentes de una tinica célula, ya
que en algunos pocillos solo habrd una célula sembrada.

BOTELLAS T25 (DIA 5 EN ADELANTE):

Mantener las T25 transfectadas como un “pool” de células transfectadas. En el
caso del plasmido control, utilizaremos este pool, y no un clon, para los
experimentos, para descartar diferencias por el lugar de integracion del plasmido en el
ADN de las células. Asi, tenemos que mantenerlos en paralelo con la seleccién de los
clones.

PLACAS 96 POCILLOS

Dia 12:

- Mirar las placas de 96 pocillos 7 dias tras la dilucién clonal en un microscopio
Optico para seleccionar los pocillos con una tinica colonia.
- Una vez seleccionados amplificar y comprobar la sobreexpresion (en el caso de
pCDNA-LIP) o la disminucién de C/EBPp (en el caso de pTER):
o Llenar placas de 6 pozos con 2ml de medio de seleccion.
o Pasar los 100 pl del pocillo: Pipetear con la micropipeta los 100 pl y
pasarlos a un pozo de las placas de 6 pozos.
Dia 14: EXTRACCION PROTEICA TOTAL
o Resuspender las células de las placas de 6 pozos y pasar 1,9 ml a un
tubo eppendorf estéril, para la extraccion total de la proteina.
o Afadir 2 ml de medio de seleccién a los pozos de las placas de 6
pozos. Estas placas serviran para seguir con el cultivo de los clones y
para congelar parte (junto también con células del “pool”) y
guardarlas en un tanque de nitrégeno liquido.
o Para la extracciéon de la proteina total de las células pasadas a los
tubo eppendorf:
* Centrifugar los tubos eppendorf 5" a 200g.
* Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento (son las
células enteras) con PBS.
* Afadir 100 pl de RIPA y sonicar (ver protocolo 3.6.1.).
Con los extractos proteicos se hace un Western Blot para ver qué clones nos

interesan.
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3.45 TRANSFECCION DE CULTIVOS MIXTOS CON SIRNA

Material

Reactivos
- Oligonucleétidos de interferencia (siRNA) (concentracién stock 2pM).
- Oligofectamina.

- OptiMEM L

Fungible y pequeiio material

- Tubo eppendorf RNasa free.
- Puntas RNasa free.

Preparativos previos

- Cambiar el dia anterior el medio de cultivo.

Procedimiento

- Solucion A: siRNA + OptiMEM I (volumen final por pocillo de placa de 24 =
50pl):

o Tubo CONTROL (sin siRNA): 50 pl de OptiMEM I x pocillos control.

o Tubo NS (con siRNA non-silencing):

* siRNA a 100 nM: 3ul + volumen restante hasta 50 pl de
OptiMEM I) x pocillos con siRNA.

* siRNA a 10 nM: (0,3pl + volumen restante hasta 50 pl de
OptiMEM I) x pocillos con siRNA.

o Tubo siRNA: mismo volumen que en el caso del siRNA non-silencing,
pero poniendo el siRNA de la proteina a inhibir (p21 o C/EBPP en
nuestro caso).

- Solucién B: oligofectamina + OptiMEM I (15pl de volumen final por pocillo de
placa de 24).

o (2,4 pl de oligofectamina + 12,6 pl de OptiMEM I) x pocillos totales.

o Dejar 5 a temperatura ambiente.

- Pasar volumen necesario de solucioén B a los tubos de solucién A (15pl x pocillos
de cada tubo A).
- Incubar 20-25" a Temperatura ambiente..

- Anadir a cada “tubo A” OptiMEM I: 35ul x pocillos de cada tubo A.
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- Poner 100pl de los “tubos A” a los pocillos correspondientes.
A las 48 horas tras la transfeccion, ya se ve la disminucion en los niveles proteicos, y se

pueden hacer los experimentos.

TUBO B
(Y

OptiMEM

>

Oligofectamina

<D

(W)

TUBO Ac  OptiMEM No siRNA No siRNA

f

llpofectarmna CELULAS

lipofectamina

Plasmldo GFP /

hpofectamma

(W

TUBO AX  OptiMEM SiRNA
interés

TUBO Ans  optiMEM 51RNA NS @ Plasmido 2

f f

34.6 PCR EN TIEMPO REAL

3.4.61 EXTRACCION DE ARN

Para extraccion del ARN de cultivo mixto se utilizan dos pocillos de una placa

de 24 pocillos para cada condicién.

Reactivos
- Kit de tubo eppendorf: Absolutely RNA RT-PCR miniprep.
- RNase Free DNase I, 5000U.

- Etanol 70% RNasa free: se prepara con etanol absoluto y agua RNasa-free.

Fungible y pequeiio material

- Tubo eppendorf RNasa free.
- Puntas RNasa free (con filtro mejor).

- RNase away (para limpiar poyata y pipetas).

Preparativos previos

- Habilitar un sitio RNasa free.
- Rotular todos los tubos eppendorf necesarios para la extraccion.

- Poner centrifuga a 4° C.
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- Justo antes de ir a buscar la placa, preparar el tampoén de lisis:
o 1 pocillo de placa de 24 = 200pl
o Afadir 7pl de -mercaptoetanol por cada ml de tampon.

o Poner el hielo.

Procedimiento

Se debe tener mucho cuidado porque el ARN se degrada muy facilmente:

cambiar los guantes frecuentemente y no tocar nada sin guantes.

- Sacar el medio de los pocillos.

- Afnadir 200 pl/pocillo de tampén de lisis preparado previamente.

- Pipetear para ayudar a la lisis y pasar el tampén de los 2 pocillos a un tubo
eppendorf.

- Anadir 1 volumen de etanol 70% (=400 pl).

- Mezclar con vortex 5.

- Pasar todo el volumen a una columna puesta previamente en un tubo
eppendorf de 2 ml (en el kit).

- Centrifugar 60" a velocidad maxima (4° C).

- Eliminar el filtrado y poner la columna en el mismo tubo.

- Tratamiento de DNasa:

o Afadir 600pl de Ix Low-Salt Wash buffer.

o Centrifugar 2" a velocidad maxima (4° C).

o Preparar la solucién de DNasa: 50 pl de DNase Digestion Buffer + 5 pl de
la DNasa RNasa-free reconstituida. Mezclar suavemente (no mezclar
con vortex, porque la DNasa se desnaturaliza con facilidad). Poner en
hielo.

o Poner 50 pl de solucién directamente en la matriz de la columna.

o Incubar las muestras a 37° C durante 15" en un incubador.

- Anadir 600 pl de Ix High-Salt Wash buffer.

- Centrifugar 60" a velocidad maxima (4° C).

- Eliminar el filtrado y poner la columna en el mismo tubo.
- Anadir 600 pl de Ix Low-Salt Wash buffer.

- Centrifugar 60" a velocidad maxima (4° C).

- Eliminar el filtrado y poner la columna en el mismo tubo.

- Anadir 300 pl de Ix Low-Salt Wash buffer.
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- Centrifugar 2" a velocidad maxima (4° C).
- Eliminar el filtrado y poner la columna en un tubo eppendorf nuevo.
- Anadir 30-100 pl de Elution Buffer previamente calentado a 60° C, directamente
sobre la membrana de la columna.
- Incubar 2" a Temperatura ambiente.
- Centrifugar 60" a velocidad maxima (4° C).
El ARN obtenido se diluye 1:10 para hacer la Reverse PCR: 5 ul del eluido + 45 ul de
agua RNasa-free.
Guardar el ARN a -80° C.

3.4.6.2 TRANSCRIPCION REVERSA

Reactivos

- Inhibidor de RNasa.

- Kit de Sensiscript RT enzyme (50) con: enzima, agua, dNTPs, tampén del
enzima.

- Primers aleatorios (Random primers).

Fungible y pequeiio material

- Tubo eppendorf RNasa free.
- Puntas RNasa free (con filtro mejor).

- RNase away (para limpiar poyata y pipetas).

Preparativos previos

- Habilitar un sitio RNasa free.

- Poner a descongelar

Procedimiento

- Poner en cada tubo eppendorf 10l del ARN diluido 1:10.
- Hacer la MEZCLA (poner lo ultimo el enzima):
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Concentracion final | pl/muestras
10x RT Buffer 1x 2
RNAse Inhibitor (40 units/ul) 05U/ul 0,25
dNTP mezcla (5mM each dANTP) 0,5 mM 2
random hexamer (400ng/ul) 10 ng/pl 0,5
Sensiscript RT 0,05 1
Rnase free water ajustar el volumen a 10 4,25
Muestra ARN 1,5ng/ul 10
Volumen total ) 20

- Poner en el termociclador:
o 37°C60.
o 93°CJ5’ (parainactivar el enzima).

- Guardar el producto a -20° C hasta el momento de hacer la PCR a tiempo real

3.4.6.3 OPTIMIZACION DE LA PCR EN TIEMPO REAL

La optimizacién de la PCR en tiempo real se utiliza para saber la eficiencia de
los primers y la dilucion de las muestras necesaria. Por eso se tiene que hacer con cada
nuevo ARNm y también cuando las condiciones del cultivo son diferentes (cantidad,

tipo de cultivo, etc.).

Reactivos
- Supemix SYBRGREEN (10ml).
- Primers para amplificar la proteina de interés (ver cuadro primers).

- Primers de normalizador (housekeeping): actina (ver cuadro primers).

Fungible y pequeiio material (todo autoclavado)

- Tubos eppendorf.
- Puntas con filtro.
- Placas 6pticas para PCR a tiempo real.

- Tapas para placas de PCR a tiempo real

Preparativos previos

- Dejar a descongelar los primers y las muestras.
- Hacer diluciones seriadas de las muestras de cDNA obtenido de la Reverse-
PCR para hacer una curva estdndar (empezar haciendo 6 puntos con un factor de

dilucién 1:5. Asi tenemos 1:1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:1125).
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Procedimiento

- Poner la placa en hielo.

- Hacer la mezcla: lo ultimo que se pone es el SYBRGreen con el enzima (no

dejarlo en la luz mucho rato).

n° muestras 6
n° de BLANCOS 1
n° de réplicas 3
total muestras sin margen 21
muestras de margen (10%) 2,1
Total=muestas + margen 23,1

23
Mezcla de lIa PCR concentracion final | pl/muestra | muestras
Agua 0 3,6 83,2
Primer Forward (10 pM) 300nM 0,45 10,4
Primer Reverse (10 pM) 300nM 0,45 10,4
2x Univ SYBR Green PCR MIX (2x) Ix 7,5 173,3
cDNA 3

Volumen final= 15 pl (3 de muestra)

- Pipetear 3pl por triplicado de las muestras en cada pocillo (para el blanco

pipetear agua).

- Pipetear 12pul de la MEZCLA del gen que corresponda en los pocillos.

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12

A Blanco) Blango
B 1:1 1:1
c 143 1:5
D 1:25 1:25
E 1:125 1:125
F 1:625 1:62p
G 11125 -
H

Actina COX-2

- Llevar al termociclador y poner el programa que corresponde a:

o 107a95°C

o 40 ciclos:
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= 307a95°C

= 1"a60°C
= 307a72°C
o 1"a9°C

- Con la curva de amplificacién de la curva estandar:

o Calcular la eficiencia de los primers con el software del termociclador.

o Seleccionar la mejor dilucién para utilizar con las muestras tratadas (lo

mejor es la mayor dilucion cuyo Ct esté entre 22 y 27).

3.4.6.4 PCR EN TIEMPO REAL DE LAS MUESTRAS

Reactivos

- Supermix SYBRGREEN (10ml).

- Primers para amplificar la proteina de interés (ver cuadro primers).

- Primers de normalizador (housekeeping): actina (ver cuadro primers).

Fungible y pequeiio material (todo autoclavado)

- Tubos eppendorf.

- Puntas con filtro.

- Placas 6pticas para PCR a tiempo real.

- Tapas para placas de PCR a tiempo real

Preparativos previos

- Dejar a descongelar los primers y las muestras.

- Hacer diluciones de las muestras necesarias (extrapoladas de la curva estandar).

Procedimiento

- Poner la placa en hielo.

- Hacer la mezcla: lo altimo que se pone es el SYBRGreen con el enzima (no

dejarlo en la luz mucho rato).

n° muestras X

n° de BLANCOS

n° de réplicas 3

total muestras sin margen Y=3x (1+ x)
muestras de margen (10%) Z=10% deY
Total= muestas + margen Y+Z
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Concentracién
Mezcla de la PCR final pl/muestra
Agua 0 3,6
Primer Forward (10 pM) 300nM 0,45
Primer Reverse (10 pM) 300nM 0,45
2x Univ SYBR Green PCR Mmezcla
(2x) 1x 7,5
cDNA 3

- Pipetear 3pl por triplicado de las muestras en cada pocillo (para el blanco
pipetear agua).

- Pipetear 12pl de la MEZCLA del gen que corresponda en los pocillos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Jﬂanc Ililancc
B M1 M1
C M2 M2
D M3 M3
E M4 M4
F M5 M5
G M6 M6
H M7 M7
Actina COX-2

- Llevar al termociclador y poner el programa que corresponde:
o 100a95°C
o 40 ciclos:

= 307a9°C

= 1"a60°C
= 307a72°C
o 1"a9°C

- Cuantificar con el programa del termociclador.

Apreciaciones

Se utilizaron 2 pocillos de una placa de 24 pozos para cada condicién. Ademas,

se hicieron 2 duplicados por condicién (4 pocillos), que se trataron como muestras
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independientes en todo momento: en la extraccion del ARN, en la reverse PCR y en la

PCR a tiempo real.

3.5 SAPA (STREPTAVIDIN AGAROSE PULLDOWN ASSAY)

Se utiliza el método descrito por el laboratorio del Dr. Wu (Wu, 2006b). Para
realizar estos experimentos se necesita gran cantidad de proteina nuclear (400 pg por

condicién) que se extrae segtin el protocolo 3.6.5.

Material

Reactivos
- Bolas de agarosa unidas a estreptavidina (SA100-4 Invitrogen).
- Oligonucleétidos de DNA biotinilados e hibridados. Para hibridar los
oligonucleétidos:
o Poner el mismo volumen de los oligonucleétidos forward y reverse 10
M en un tubo eppendorf.
o Incubar 5 a 95° C en un termoblock.
o Sacar el bloque del termoblock y dejar enfriar hasta que alcance la
temperatura ambiente.
o Guardar los oligonucleétidos hibridados hasta su uso (-20° C).

- SOLUCION B (ver protocolo de extraccién proteica (protocolo 3.6.5).

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf autoclavados.

Preparativos previos

- Junto antes de empezar, ahadir a la solucién B:
o Complete: 40 pl/ml de solucién B.
o DTT (stock 200mM): 5 pl/ml de solucién B.

Procedimiento

- Incubar durante 2h a Temperatura ambiente:
o 400pg de proteinas nucleares.
o 4pg de oligonucledtidos biotinilados.
*COX-2:
COX-2 normal 2 10uM= 0,12 ug/ul 2 33ul= 4ug
COX-2 mutado = 10uM= 0,12 ug/ul > 33ul=4ug
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o 40pl de las bolas de agarosa con estreptavidina.

- Centrifugar 1" a 550 g.

- Lavar el sedimento 3 veces con 500 pl-Iml de solucién B (no pipetear o hacer
mezclar con voértex).

- Resuspender en 40ul de Tx4.

- Incubar a 95 ° C para separar proteinas de las bolas de agarosa.

- Centrifugar 30" a 7000g.

- Recoger el sobrenadante.

El sobrenadante servird para hacer el Western.

Apreciaciones

Se sembraron 2 T75 de BV2 por condicién (C, LPS) a 100000 cél/ml 48 horas
antes del tratamiento.
- Secuencias de los oligonucleétidos del promotor de COX-2 con el motivo de
unién C/EBP:
o COX-2 sin mutar:
» COX-2 forward biotinilado: 5" BIO-ggttcttgcgcaactcact 3’
*= COX-2reverse sin biotinilar: 5" agtgagttgcgcaagaacc 3’
o COX-2 mutado:
* COX-2 forward biotinilado: 5" BIO-ggttcttgcgcaactcact 3’
* COX-2reverse sin biotinilar: 5" agtgagttgcgcaagaacc 3’
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3.6 EXTRACCION DE PROTEINAS

3.6.1 EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL

Material

Reactivos

- RIPA (para preparar 50 ml)
o 50 ml PBS
o 500 pl Igepal
o 250 mg Na-deoxycholate
o 50 mgSDS
o 1 tableta de Complete

- PBS estéril frio

Procedimiento (placa v muestras en hielo durante todo el proceso)

- Aspirar medio.

- Lavar con PBS frio (no dejar mucho rato).

- Anadir RIPA (ver tabla).

- Rascar pocillo con rascador.

- Recuperar muestra y pasarla a tubo eppendorf.

- Sonicar 10 segundos en frecuencia de 0,8 y potencia minima.

- Separar 5 pl para cuantificacion de proteinas.

Placa 48 pocillos | Placa 24 pocillos | Placa 6 pocillos
Lavado (pl) 300 500 1000
Resuspender (pul) 40 50 150
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3.6.2 EXTRACCION DE PROTEINA NUCLEAR (METODO

(@)

SMOTICO)

Material

Reactivos

Se

III. Soluciones madre

PBS estéril a 4° C

KCI 1M (3,73 g/50ml) a 4°C

NaCl 4M (11,68 g/50ml) a 4°C

EDTA 0,5M (3,72g (disodio)/20ml): ~ Necesita un medio basico para
disolverse por lo que se disuelve primero en un volumen reducido (5-10 ml)
afadiendo NaOH (10N). Una vez disuelto se ajusta el pH a
aproximadament 8 con HCI concentrado (5N) y se lleva a un volumen final
de 20 ml.

EGTA 0,1 M (0,95 g/25 ml): Se disuelve como el EDTA, primero en solucién
basica y después se ajusta el pH a 8.

PMSF 0,2 M (0,348 g PMSF / 10 ml Etanol) a 4° C: Mezclar muy bien antes
de utilizar.

DTT 0,2 M (0,154 g 5 ml de agua) a -20° C.

Complete x 25 (1 pastilla/2 ml de agua milli Q).

IV. Soluciones de extraccidén:

preparan el dia antes del experimento y duran 15 dias.
SOLUCION A (10 mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM
EGTA): es una solucién hipoténica. Para preparar 40 ml:
o 104 mg HEPES
o 400 pl stock KCl 1M (7,46 g/100 ml).
o 8puldeEDTA0,5M.
o 40 ul de EGTA 0,1M stock.
o Enrasar con agua milliQ a 40 ml.
o Ajustar pHa?79.
o Filtrar con filtro Millipore 0,22um y guardar a 4°C.
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- SOLUCION C (20 mM HEPES, pH 7,9, 0,4M NaCl, 1 mM EDTA, 1mM

EGTA): es una solucion hiperténica. Para preparar 20 ml:
o 104 mg HEPES

o 2mlstock NaCl 4 M.

o 40 ul stock EDTA 0,5 M.

o 200 pl stock EGTA 0,1 M.

o Enrasar con agua milliQ a 40 ml.

o Ajustar pHa?79.

o Filtrar con filtro Millipore 0,22 pm y guardar a 4°C.

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf estériles.

- Rascador de células.

Preparativos previos

- Preparar los volimenes de soluciones de extraccién necesarios y afadir
inhibidores de proteasas a las soluciones A, C y PBS. Para saber el volumen, se tiene en
cuenta el nimero de muestras para las soluciones A y C, y el numero de pocillos para
el PBS. En el caso de la solucion A se tiene en cuenta, ademas, el volumen de solucién

A +Igepal (se prepara a partir de la solucién A ya con los inhibidores):

SOLUCION A 400 pl/ muestra
SOLUCION A + IGEPAL 25 ul/muestra
SOLUCION C 30 pl/ muestra
PBS-complete 300 pl/pocillo de placa de 6 pocillos
PBS 1 ml/pocillo de placa de 6 pocillos

Cantidad de inhibidores a afiadir:

Inhibidor SOLUCION A SOLUCIONC  PBS-complete
PMSF (pl/ml) 2,5 5 -
DTT (pl/ml) 5 5 -
COMPLETE (pl/ml) 40 40 40

- Preparar solucion A + Igepal 10 %: se pipetea cortando la punta de la pipeta (es

muy viscoso) y se tiene que agitar con vortex bien hasta que se disuelva.
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Procedimiento

- Aspirar medio de cultivo.

- Lavar los pozos con 1 ml de PBS frio (sin complete)

- Poner las placas en hielo. A partir de este punto tener las muestras en hielo
siempre.

- Anadir PBS-complete y rascar las células con el rascador de células: cuando se
utilizan 2 pocillos por condicién, se afiaden 400 pl y cuando son 3 pocillos, se afiaden
300 pl.

- Centrifugar a 7000 rpm (=4000g), 4’, 4 °C.

- Eliminar el sobrenadante por aspiracion.

- Resuspender el sedimento en 400 pl de solucién A pipeteando (10-12 veces).

- 15" en hielo.

- Anadir 25 pl Igepal 10%

- Mezclar con voértex 10”.

- 5" en hielo.

- Centrifugar a 3000 rpm (=720g), 10", 4°C.

- Centrifugar a 14000 rpm (=15800g), 5, 4°C. El sedimento resultante

corresponde a los ntcleos y el sobrenadante es la fracciéon citoplasmatica (para la

cuantificacion usar un blanco con la misma cantidad de Igepal).

- Anadir 30-60 pl de soluciéon C con la pipeta sin tocar el sedimento. Hacerlo
fuerte, de forma que se despegue el sedimento del fondo y quede flotando.

- Agitar suavemente en una plataforma vertical 90-120" a 4°C para dar tiempo a
las proteinas nucleares a salir del ntcleo.

- Centrifugar 2000 rpm (=320g) 5’.

- Pasar el sobrenadante con cuidado (25-40ul) a un tubo eppendorf nuevo, y
poner 5 pul en otro tubo eppendorf para la cuantificaciéon proteica (usar soluciéon C de

blanco en la cuantificacion).
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3.6.3 EXTRACCION DE PROTEINA NUCLEAR A PARTIR DE
TEJIDO (METODO OSMOTICO)

Este protocolo esta basado en el método osmético utilizado para células en

cultivo (protocolo 3.6.2), con las mismas soluciones, pero con algunas variaciones.

Fungible y pequeiio material

- Tubo eppendorf estériles
- Rascador de células.

- Homogeneizador manual Dounce pequefio

Preparativos previos

- Volumenes de soluciones de extraccién necesarios:

SOLUCION A 400 pl/100 mg de muestra
SOLUCION A + IGEPAL 25 ul/100 mg muestra
SOLUCION C 30 p11/100 mg muestra
PBS 1 ml /pocillo de placa de 6 pocillos

- Cantidad de inhibidores a afadir:

SOLUCION A | SOLUCION C | PBS-complete

PMSF (pl/ml) 2,5 5 --
DTT (pl/ml) 5 5 --
COMPLETE (pl/ml) 40 40 40

- Preparar solucion A + Igepal 10 % (Igepal CA-630=Nonidet-NP40): se pipetea
cortando la punta de la pipeta (es muy viscoso) y se tiene que hacer mezclar con

vortex bien hasta que se disuelva.

Procedimiento (variaciones)

- Homogeneizar el tejido con el homogeneizador manual poniéndolo en hielo, y
pasarlo a un tubo eppendorf estéril.

- Seguir protocolo de método osmético con las siguientes variaciones:

- Anadir 50 pl de solucién C por cada 100 mg de tejido inicial.

- Tras estar agitdndose en la plataforma, hacer un centrifugar de 15’, 16000g.

Extraccién de proteina nuclear (método con RIPA)
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3.64 EXTRACCION DE PROTEINA NUCLEAR (METODO RIPA)

Este protocolo se utiliza para hacer Western Blot de proteinas nucleares y tiene
una eficiencia mayor a la del método osmético. El procedimiento a seguir es el mismo
que en el caso del método osmoético hasta el punto en el que tenemos el sedimento con
nucleos.

- Centrifugar a 14000 rpm (=15800g), 5, 4°C: El sedimento resultante

corresponde a los ntcleos y el sobrenadante es la fracciéon citoplasmatica (para la
cuantificacion usar un blanco con la misma cantidad de Igepal).

- Anadir 30 pl (para microglia primaria) o 60 pl (para mixto primario y BV2) de
RIPA (ver stock en extracciéon de proteina total).

- Agitar suavemente en una plataforma vertical 90-120" a 4°C para dar tiempo a
las proteinas nucleares a salir del ntcleo.

- Sonicar 10 segundos en frecuencia de 0,8 y potencia minima.

- Separar 5 pl para cuantificacion de proteinas.

3.6.5 EXTRACCION DE PROTEINA NUCLEAR (PARA
EXPERIMENTOS DE SAPA)

El protocolo utilizado fue el descrito por Kenneth Wu (Wu, 2006b). Para hacer
los experimentos de SAPA se necesita gran cantidad de proteinas, por lo que partimos

de 2 botellas T75 de cultivos por condicién, y al final se juntan las proteinas obtenidas.
Reactivos

I. Soluciones madre:

Son las mismas que las utilizadas para el método osmético (protocolo 3.6.2.).

II. Soluciones de extraccion:

Se preparan el dia antes del experimento y duran 15 dias.
- SOLUCION A (10 mM HEPES, pH 7,9, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM
EGTA): es una solucién hipoténica. Para preparar 40 ml:
o 104 mg HEPES
o 400 pl stock KC1 1M (7,46g/100ml)
o 8puldeEDTA 0,5M
o 40ul de EGTA 0,1M stock
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o Enrasar con agua milliQ a 40ml

o AjustarpHa?79

o Filtrar con filtro Millipore 0.22um y guardar a 4°C

- SOLUCION B: en este caso el disolvente es PBS estéril y se afiade

tnicamente EDTA (1 mM EDTA). Para preparar 10 ml:
o 20 ul stock EDTA 0.5M

o Enrasar con PBS a 10 ml

o Filtrar con filtro Millipore 0.22um y guardar a 4°C

Fungible y pequeiio material

- Tubos eppendorf estériles.

- Rascador de células.

- Tubos de 15 ml estériles.

Preparativos previos

- Preparar los volimenes de soluciones de extraccién necesarios y afadir

inhibidores de proteasas a las soluciones A, B y PBS. Para saber el volumen, hay que

tener en cuenta el nimero de muestras para las soluciones A y C, y el namero de

pocillos para el PBS. En el caso de la soluciéon A se debe considerar, ademas, el

volumen de soluciéon A +Igepal (se prepara a partir de la solucion A ya con los

inhibidores):
SOLUCION A 1 ml/T75
SOLUCION A + IGEPAL 65 ul/ T75
SOLUCION B 30 ul/ T75
PBS-complete 10 ml/ T75
PBS 15ml/ T75
Cantidad de inhibidores a afiadir:
Inhibidor SOLUCION A | SOLUCIONB | PBS-complete
PMSF (pl/ml) 2,5 5 -
DTT (pl/ml) 5 5 --
COMPLETE (pl/ml) 40 40 40
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- Preparar soluciéon A + Igepal 10 % (Igepal CA-630=Nonidet-NP40): se pipetea
cortando la punta de la pipeta (es muy viscoso) y se tiene que hacer mezclar con

vortex bien hasta que se disuelva.

Procedimiento

- Aspirar medio de cultivo.

- Lavar las botellas T75 con 15 ml de PBS frio (sin complete)

- Anadir 10 ml de PBS-complete y rascar las células con el rascador de células.

- Pasar las muestras a tubos de 15 ml.

- Centrifugar a 1000 rpm, 5. La centrifugaciéon se puede hacer a temperatura
ambiente.

- Eliminar el sobrenadante por aspiracion.

- Resuspender el sedimento en 1 ml de solucién A pipeteando (10-12 veces), y
pasarlo a tubo eppendorf estériles.

- 15" en hielo

- Anadir 65 pl Igepal 10%

- mezclar con vortex 10”

- 5" en hielo.

- Centrifugar a 3000 rpm (=720g), 10, 4°C.

- Centrifugar a 14000 rpm (=15800g), 5, 4°C: El sedimento resultante

corresponde a los ntcleos y el sobrenadante es la fraccion citoplasmatica (para la
cuantificacion usar un blanco con la misma cantidad de Igepal).

- Anadir 130 pl de solucién B.

- Sonicar 10 segundos en frecuencia de 0,8 y potencia minima.

- Centrifugar a 10000g, 5’, 4°C.

- Separar 5 pl para cuantificaciéon de proteinas.
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3.6.6 EXTRACCION DE PROTEINA NUCLEAR (PARA CO-

INMUNOPRECIPITACION)

Reactivos

L.

Soluciones madre:

Las mismas que las utilizadas para el método osmético (protocolo 3.6.2.).

Soluciones nuevas:

NaF 50Mm (21 mg/10 ml de agua) a 4° C.
MgCl> 1M (20,33 g/100 ml de agua).
Tris 20mM, pH 8 (30,28 g/250 ml de agua).

II.

Soluciones de extraccion:

Tampoén de lisis hipoténico (Hepes 10 mM, KCI 5 mM, MgCl; 1,5 mM, NaF

1 mM, Igepal 0,08 %). Para 40 ml (se utilizan unos 3 ml por muestra):

O

o}

O

O

O

Hepes: 104 mg.

KCl: 200pl de stock 1M.
MgCly: 60pl de stock 1M.
NaF: 800ul de stock 50 mM.
Igepal: 32pl.

Solucion Digin (Hepes 10 mM, MgCl, 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, NaCl 420

mM, B-Glicerol-fosfato 50 mM, gliceron 25%, pH 7,9). Para preparar 10 ml

(se necesitan 50-100 pl por muestra):

O

O

o}

o}

O

Hepes: 52,06 mg.

MgCl2: 15 pl de stock 1 M.
EDTA: 40 pl de stock 50 mM.
NaCl: 1 ml de stock 4 M.
B-Glicerol-fosfato: 153 mg.
NaF: 200 pl de stock 50mM.
Glicerol: 2,5 ml.

Ajustarel pHa7,9.

Fungible y pequeiio material

Tubos eppendorf estériles.

Rascador de células.
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Preparativos previos

- Antes de empezar afadir 7,7pl de DTT por cada ml de solucién Digin

- Antes de empezar afiadir 1 pastilla de complete por cada 10 ml de solucion IP.

Procedimiento

- Aspirar medio de cultivo.

- Lavar los pozos con PBS frio.

- Anadir 450 pl de tampon de lisis hipoténico.

- Rascar poniendo la placa sobre hielo con un rascador de células y pasar el
volumen a un tubo eppendorf estéril.

- Dejar 15’ en hielo.

- Centrifugar 5 a 3000 rpm.

- Lavar 2 veces con 500 pl con tampén de lisis hipoténico.

- Centrifugar 5 a 3000 rpm.

- Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en solucién Digin.

- Dejar 30" en hielo.

- Centrifugar 10" a 13000 rpm.

- Pasar el sobrenadante a un eppendorf nuevo y guardar a -20° C.

Con esas muestras ya se puede hacer el western blot.
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3.7 OTRAS TECNICAS

3.71 DETERMINACION DE NITRITOS EN MEDIO DE CULTIVO

Materiales

Reactivos
- Griess A: 150 ml
o 1% de Sulfanilamida: 1,5 g.
o 5% de acido fosforico: 7,50 ml.
- Griess B: 150 ml (disolvente es agua).

o 0,1% de N-naptylenediamine dihydroclorido: 0,15 g

Fungible y pequeiio material

- Placa 96 pocillos apta para espectofotometro.

Preparativos previos:

- Hacer curva estandar:
o Soluciéon 100 pM: 5 pl de solucién stock 20 pM + 995 pl de medio de
cultivo en el que estén las células.
o Hacer diluciones seriadas a partir de la solucién 100 pM:

*= 100 pM -> 100 ul de 100 mM

. 50 M D 50 ul
e~ D 50 ul

50 ul
= 125 pM~>

50 ul
= 6,25 }1MD
D 50 ul
= 312 pM
D 50 ul
= 1,55 pM

Q 50 ul descartarlos

VOLUMEN TOTAL: 50ul/ pozo

= 0pM
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Procedimiento

- Poner 50 pl de medio/pozo en una placa de 96 pocillos.

- Preparar una solucién mezclando el Griess A y el B: 100 pl/muestra de Griess A
+ 100 pl/ muestra de Griess B.

- Anadir 200 pl de la mezcla.

- Dejar 5.

- Leer a 540 nm.

Apreciaciones

- Cultivos primarios: El medio se recogi6 24 y 48 horas después del tratamiento.

- BV2: se sembraron las células a 100000 cél/ ml 48 horas antes del tratamiento.

3.7.2 CITOMETRIA DE FLUJO

3.7.21 FIJACION Y PERMEABILIZACION DE LAS CELULAS BV2

Materiales

Reactivos
- PBS0,01 M.
- Etanol 100 %.

Procedimiento

- Decantar el medio de las botellas T75.
- Anadir PBS:
o (10 ml + 5 ml) y recoger las células con rascador.

- Centrifugar 3’ a 1000 rpm (=200 g).

- Eliminar sobrenadante con la pipeta de 10 ml (no aspirar con bomba de vacio).

- Resuspender el sedimento en 5 ml de PBS (2ml para T25) y homogenizar con
pipeta de 10ml.

- Centrifugar 3" a 1000 rpm.

- Eliminar sobrenadante con pipeta.

- Resuspender el sedimento en 1 ml de PBS y homogeneizamos con una pipeta

de 10 ml.
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- Contar las células con el hemocitémetro (o guardar 50 pl/muestra para
contarlas tras la fijacion).

- Anadir gota a gota 2,3 ml de etanol 100% a -20° C mientras se mantienen las
células en agitacion suave con vortex. (Al afiadir el etanol 100 % se ha diluido de
manera que la concentracion final es del 70%).

- Dejar las células 30" a -20° C.

- Pasarlas a 4° C (se pueden guardar asi en etanol 70 % a 4° C durante semanas o

meses).

3.7.2.2 TINCION CON YODURO DE PROPIDIO DE LAS CELULAS BV2

Materiales

Reactivos
- PBS0,01 M
- Solucién A (4° C, proteger de la luz).
o Citrato sodico 38 mM. (Sigma S4641)
o Yoduro de propidio 500 pg/ml. (Molecular Probes P1304)
- Solucién B (4° C, proteger de la luz).
o RNasa (Sigma R5503) 10mg/ml PBS
o Yoduro de propidio 500 pg/ml. (Molecular Probes P1304)
- Solucién de analisis: 940 ul PBS + 30 ul solucién A +30 ul solucién B.

Procedimiento

- Poner 10¢ células en un tubo eppendorf.

- Centrifugar 3" a 400 g.

- Eliminar el sobrenadante con pipeta con mucho cuidado.

- Anadir 1 ml de PBS y homogeneizar con punta de pipeta de 1 ml.
- Centrifugar 3" a 400 g.

- Eliminar el sobrenadante con pipeta con mucho cuidado.

- Anadir 1 ml de PBS y homogeneizar con punta de pipeta de 1 ml.
- Centrifugar 3" a 400 g.

- Durante los 3 minutos se prepara la soluciéon de analisis:

- Eliminar el sobrenadante con pipeta con mucho cuidado.
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- Anadir 1 ml de solucién de andlisis y homogeneizar con punta de pipeta de 1
ml.

- Incubar 30" a 37° C o toda la noche a 4° C.

- Analizar en un citémetro.
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3.8 TRATAMIENTOS

3.8.1 TRATAMIENTO CON LPS IN VIVO

Se trataron ratones C57BL/6 adultos de 8-10 semanas de edad mediante
inyeccion intraperitoneal con 100 o 400pg de LPS por ratén, disuelto en 200 pl de
solucién salina. Los ratones control se inyectaron con el mismo volumen de solucién
salina.

Dieciséis horas después de la inyeccién, los ratones fueron sacrificados por
desnucacion y se procedié al comienzo de la fijaciéon (inmunohistoquimica) o de la

extraccion proteica nuclear (western blot).

3.8.2 TRATAMIENTOS IN VITRO

Para los trabajos de C/EBPa, C/EBPp:
- Cultivo mixto: se cambi6 el medio de todos los tipos de cultivos 24 horas antes a
DMEM:F12 + FBS 10%.
- BV2: se sembraron las células a 100000 cél/ml 48 horas antes del tratamiento y
se cambi6 el medio 24 horas antes a DMEM:F12 + FBS 0,5%.
Para el trabajo de C/EBP6:
- Cultivo mixto: se cambi6 el medio de todos los tipos de cultivos 24 horas antes a
DMEM:F12 + FBS 10%.
- BV2: se sembraron las células a 100000 cél/ml 48 horas antes del tratamiento y
se cambi6 el medio 24 horas antes a DMEM:F12 + FBS 10%.
Para el estudio de la inhibicion de C/EBPp:
- Cultivo mixto de ratones deficientes: se cambié el medio 24 horas antes a
DMEM:F12 + FBS 0,5%.
- BV2:
o Western Blot: se sembraron las células a 100000 cél/ml 48 horas antes del
tratamiento.
o PCR en tiempo real: se sembraron las células a 25000 cél/ml 48 horas antes
del tratamiento.
o Cuantificacion de nitritos: se sembraron las células a 25000 cél/ml 48 horas

antes del tratamiento.
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Las células se trataron con:

LPS (stock 1 mg/ml)): 100 ng/ml.

IFNy (stock 100 pg/ml): 40 ng/ml.
M-CSF (stock 100 pg/ml): 200 ng/ml.
Poly I:C (stock 5 mg/ml): 10 pg/ml.
CpG1668 (stock 170 pM): 0,1 pM.
Peptidoglicano (stock 1 mg/ml): 1 pg/ml.
LPS (100ng/ml) + IFNy (0,5 ng/ml)

Todos los reactivos se guardaron como stocks congelados.

Tratamiento con inhibidores de MAPK: los inhibidores de MAPKs y sus

combinaciones se afiadieron 1h antes que el tratamiento con LPS. Como control se

utilizaron células a las que se les aftadia la misma cantidad de DMSO que contenian los

reactivos:

SB203580 (stock 10 mM): 20 pM.
U0126 (stock 20 mM): 10 pM.
SP600125 (stock 10 mM): 25 pM.
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4.1 PRIMER TRABAJO

Upregulation of CCAAT/enhancer binding protein beta in

activated astrocytes and microglia

Ejarque-Ortiz A., Medina M.G,, Tusell ].M., Pérez-Gonzélez A.P., Serratosa J.,
Saura J.

Glia 55(2): 178-88 (2007)
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El factor de transcripcion CCAAT/enhancer binding protein-a (C/EBPa)
puede regular la expresion de genes importantes en la respuesta inflamatoria, aunque
su papel en la activacion glial es poco conocido. Mediante la utilizacién de cultivos
primarios gliales de ratén, nosotros mostramos que las células microgliales in vitro
expresan C/EBPa. El lipopolisacarido (LPS) produce una disminucién del ARN
mensajero de C/EBPa 2 horas tras el tratamiento, y la disminucién de todas las
isoformas proteicas 4 horas tras el tratamiento. Este efecto se produce con
concentraciones a partir de 100 pg/ml. La disminucién de C/EBPa tras el tratamiento
con LPS se produce en las células microgliales de los cultivos mixtos gliales y también
de los cultivos enriquecidos de microglia. Ademas del LPS, otros agonistas de TLR,
como el 4cido poliinosinico-policitidilico (agonista de TLR2), el peptidoglicano de
Stafilococcus aureus (agonista de TLR9) y el oligonucleétido CpG1668 (agonista de
TLR3) también inducen una disminucién de C/EBPa. Sin embargo, las citoquinas IL-
1P, IL-6, M-CSF e IFNy no produjeron el mismo efecto. Estos resultados sugieren que la
disminucién de C/EBPa podria jugar un importante papel en el aumento de la
expresion de genes que son potencialmente patogénicos en varias enfermedades

neurodegenerativas.
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Upregulation of CCAAT/Enhancer Binding Protein
p in Activated Astrocytes and Microglia

AROA EJARQUE-ORTIZ,' MANEL . MEDINA,' JOSEP M. TUSELL,” ANNA P. PEREZ-GONZALEZ,'

JOAN SERBATOSA aso JOSEP SAURA'™
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ABSTRACT
The transcription factor CCAAT/enhancer binding protein
((YEBPR) repulatea the expression of key genes in inflamma-

tien but little is known about the invalvement of CEBPR in
glial activation. In this report, we have studied the patterns
of sstroglial and microghal CEBPB expression in primary
mouse cortical cullures, We show that both astrocytes and
microglin expross CEBPRE in untreated mixed glinl eultures.
C/EBPR is upregulated when glial activation is induced by
lipapolyzaccharide (LI'S). The LPS-induced upregulation of
glial CVEBPR i= rapid (2 h at mENA level, 4 h at protein
level). It iz elicited by low concentrations of LIPS (almost
maximal effect at 1 ngml) and it is reversed by the protein
synthesis inhibitor eveloheximide. C/EBPR nuclenr levels
incresse both in astrocytes and microglia after LPS treat-
ment, and the response i3 more marked in microglia, The
LPS-induced increase in microglial CEBPR is prevented by
cosdministration of the MAP kinase inhibitors SB203580
(38 inhibator) + SPG00125 (JNK inhibitor) or SB203530 +
0126 (ERK inhibitor), Systemic injection of LPS also
inerenses brain nuclear levels of C/EBPR as shown by Wes-
tern blot, and this increase is localized in microglial cells as
shown by double immunodfluorescence, in the first report to
pur knowledge of CEBPE expression in activated glial cells
in vivo, These findings support a role for CERPE in the acti-
vation of astrocytes and, particalarly, microglin. Given the
mature of the CEBPR-repulated genes, we hypothesize that
this fetor participates in newrotoxic elfecte associoted with
glial activation, ©2006 Wilsy-Liss, Ine

INTRODUCTION

In the process known as glial activation, astrocytes and
microglia upregulate the expression of a variety of pro-
teins, cvtokines, chemokines, receptors, adhesion mole-
cules, some being potentially neurotoxie. In this complex
process, transcription factors play a key role by regulating
the transeription of specific sets of genes. Several tran-
seription factors have been shown to participate in glial
activation, including nuclear factor k=B (NF-xB) {ONeill
and Kaltachmidt, 1997), activating protein-1 (AP-1) (Her-
degen and Waetzig, 20011, signal transducers and activa-
tara of transcription (STAT=) (Camphell, 2005), or peroxi-
some proliferator-activated receptors (PPARs) (Kichan and

2006 Wilsy-Liss, Ine,

Drew, 2003) A transeription factor that has received
little attention in ghal activation is CCAAT/enhancer
binding protein g (C/EBPR), alse known as nuclear fac-
tar-interleukin-6 (NF-ILG) or liver-enriched activating
protein (LAP) among other names, C/EBPE could play
an important role in glial activation since several keyv pro-
teins in this process are coded by CEBPR-regulated genes,
such as tumor necrosis factor-u (TNFu) (Pope et al., 2000,
IL-6 (Akira et al., 1990}, interleukin-1p (IL-13) (Zhang
and Hom, 1993), nitric oxide synthasze2 (NOS-2) (Lowen-
stein et al, 1993), or evelooxigenase-2 (COX-2) (Wadleigh
ct al, 2000y (see (Poli, 1998) for review on C/EBEPs in
inflammation ).

C/EBPE belongz to the b-zip family of transcription
factars. It binds as homo- or heterodimers to consensus
sequences in the promoter region of genes, thus activat-
ing their transcription. Three CEBPE protein isoforms
are generated from a single mENA by alternative trans-
lational initiation (Calkhoven et al, 2000; Xiong ¢t al.,
2001 ), referred in this article as Full (full length), LAP,
and liver-enriched inhibitory protein (LIP), and having
in the mouse 297 aa, 276 aa, and 145 aa respectively.
The two longer isoforms, Full and LAP, have activity as
transcription factors, whereas the shorter C/EBPR iso-
form, LIF, lacks the transactivation domain and acts as
a dominant negative form (Descombes and Schibler,
1991 ). Although nuclear translocation and phosphoryla-
tion have been reported, the most frequent mode of reg-
ulation of C/EBPE function iz by increased de novo syn.
thesis (see Bradley et al. (2003) for references).

Lipopolysaccharide (LP3), the major structural compo-
nent of the outer wall of grame-negative bacteria, is a power-
ful activator of astrocytes and microglin, Many of the LPS
effects on glial cells are mediated through activation of the
MAP kinases ERK, JNK and p38 (Bhat et al, 19898; Pyo
et al., 1998). In astroglial cultures LPS has been found
to increase C/EBPR mENA levels and DNA binding
(Cardinaux et al., 2000; Kelicen and Tindberg, 2004), but
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other authors did not observe LPS-induced changes in
C/EBPB protein levels (Giri et al., 2004; Won et al., 2003).
In contrast, there is no information to our knowledge about
LPS-induced changes in C/EBP levels in microglia.

The first objective in this work was to study LPS-
induced changes in C/EBPB in cultured glial cells paying
special attention at differentiating whether any observed
effect was occurring in astrocytes, microglia, or both.
The second objective was to study C/EBPB changes in
an in vivo model of glial activation by using systemic
injection of LPS. In summary, we show that LPS upre-
gulates C/EBPP in cultured glial cells. We also show for
the first time the upregulation of C/EBPB in vivo in glial
cells, found in microglia after systemic injection of LPS.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Trypsin-EDTA solution (No. 25200-072), Dulbecco’s modi-
fied Eagle medium-F-12 nutrient mixture (No. 31330-038),
RPMI-1640 (No. 21875-034), mouse laminin (No. 23017-
015), foetal bovine serum (No. 10270-106), penicillin-strep-
tomycin (No. 15140-114), and fungizr)ne"'f (No. 15290-018)
were from Invitrogen, Carlsbad, CA. Deoxyribonuclease I
(No. D-5025), extravidin peroxidase (No. E-2886), biotinyl-
ated tomato lectin (No. L-9389), bisbenzimide (Hoechst
33258, No. B-1115), cytosine arabinoside (No. C-1768),
mouse anti-GFAP antibody (No. G-3893, clone G-A-5), hex-
afluorcisopropanol (No. H-8505), SB 203580 (No. S-8307),
U0126 (No. U-120), and E. Coli LPS serotype 055:B5 (No.
L-6529) were from Sigma, St.Louis, MO. Alexa Fluor 488
goat anti-mouse (No. A11017), Alexa Fluor 546 (No. 11010)
goat anti rabbit antibodies, and Alexa Fluor 488-streptavi-
din (No. 511223) were from Molecular Probes, Eugene, OR.
PVDF membranes (No. [IPVH00010) were from Millipore,
Bedford, MA. HRP-labelled anti-rabbit antibody (No.
NA934) and ECL-Plus (No. RPN2132) were from Amersham,
Buckinghamshire, UK. Protease inhibitor cocktail Com-
plete® (No. 1836145) was from Roche Diagnostics, Mann-
heim, Germany. Rabbit anti C/EBPB antibody (No. sc-150)
was from Santa Cruz Biotechnology, Temecula, CA. Biotin-
vlated anti-rabbit antibody (No. 31820) was from Pierce,
Rockford, IL. Rat anti-CD11b (No. MCA711G, clone 5C6)
was from Serotec, Oxford, UK. Mowiol (No. 475904) was
from Calbiochem, San Diego, CA. SP 600125 (No. EI-305)
was from Biomol International (Plymouth Meeting, PA). 1Q
SYBRGREEN SuperMix (No. 170-8882), iCycler IQ system,
VersaDoe system, and Quantity One 5.4.1 software were
from Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA. Sensiscript RT
(No. 205211) was from Qiagen, Hilden, Germany. Abso-
lutely RNA Miniprep kit (No. 400800) was from Strata-
gene, La Jolla, CA. Rabbit anti-p36 antibody was a gift
from Dr Oriol Bachs (Universitat de Barcelona).

Cell Cultures

Experiments were carried out in accordance with the
Guidelines of the European Union Council (86/609/EU),
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following the Spanish regulations (BOE 67/8509-12, 1988)
for the use of laboratory animals and approved by the
Ethics and Scientific Committees from the Hospital Clinic
de Barcelona. Mixed glial cultures were prepared from
1- or 2-day-old neonatal C57BL/6 mice (Charles River,
Lyon, France). The cerebral cortices were dissected, care-
fully stripped of their meninges, and digested with 0.25%
trypsin for 25 min at 37°C. Trypsinization was stopped by
adding an equal volume of culture medium (Dulbecco’s
modified Eagle medium-F-12 nutrient mixture, fetal
bovine serum 10%, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100
ug/mL, and amphotericin B (Fungizone® 0.5 pg/mL) to
which 0.02% deoxyribonuclease I was added. The solution
was pelleted (5 min, 200g), resuspended in culture me-
dium, and brought to a single cell suspension by repeated
pipetting followed by passing through a 105-pm-pore
mesh. Cells were seeded at a density of 250.000 cells/mL
(=62.500 cells’cm?) and cultured at 37°C in humidified
5% CO2/95% air. Medium was replaced every 5-7 days.
Cultures reached confluency after 7-10 days in vitro and
were used between 12 and 15 days in vitro. At this point
they typically consisted of 75% type-1 astrocytes and 25%
microglia.

Mouse microglial cultures were prepared by mild tryp-
sinization, as described (Saura et al., 2003a). Briefly,
confluent mixed glial cultures were treated for 30 min
with a low trypsin concentration (0.06%) in the presence
of 0.25 mM EDTA and 0.5 mM Ca®’. This results in the
detachment of an intact layer of cells containing virtually
all the astrocytes and leaves a population of firmly
attached cells identified as >98% microglia. Twenty four
hours after isolation by this procedure, microglial cultures
were used.

Mouse astroglial cultures were prepared by seeding
cortical cells prepared as for mixed glial cultures on
laminin (20 pg/mL)-coated plates. Laminin-coating
favors astroglial growth and inhibits microglial growth
(Milner and Campbell, 2002). When confluent, cultures
were treated with 10 pM cytosine arabinoside for 4 days.
Cultures were used one day after the end of cytosine arabi-
noside treatment. The vast majority of cells were type-I
astrocytes and microglia were <2%.

The mouse microglial cell line BV2, which was gener-
ated from primary mouse microglia transfected with a
v-raffv-myc oncogene (Blasi et al., 1990) was maintained
at 37°C in RPMI with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum under a humidified atmaosphere of 5% CO02/95%
air.

For all culture types, medium was changed to 0.5%
FBS 24 h prior to treatments.

In Vitro Treatments

Two days before experiments, BV2 cells were seeded
at a density of 100,000 cells/'mL in 24 well-plaques in
RPMI with 10% FBS. Twenty four hours before treat-
ment, the medium was replaced by RPMI medium with
0.5% FBS. LPS was added to the culture medium at 100
or 1 ng/mL for different incubation times. SB203580
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(20 uM), U0126 (10 pM), SP600125 (25 pM), and com-
binations of kinase inhibitors (at the same final con-
centration as indicated) were added 1 h prior to LPS
treatment.

In Vivo Treatment with LPS

Adult C57TBL/6 mice (8-10 weeks, 20-25 g) were used
in most experiments. To establish the specificity of the
C/EBPB signal from in vivo Western blots and immuno-
histochemistry, C/EBPB k.o. mice (Serepanti et al., 1995)
and their wild type littermates were used, both on a
mixed C57BL/6 12956/SvEv background. The C/EBPR
k.0. mice were generously provided by C. Croniger (Case
Western Reserve University) and were kept at the Ani-
mal Facilities of the University of Barcelona. Mice were
injected i.p. with 100 or 400 pg LPS per mice dissolved
in 200 pL of saline solution. Controls received the same
volume of vehicle. Sixteen hours after treatment, ani-
mals were killed by cervical dislocation. For Western
blots, four animals per group were used. From every
animal four regions: liver, cerebral cortex, striatum, and
dorsal brainstem including the area postrema were dis-
sected and were processed as indicated below in the iso-
lation of nuclear proteins section. For immunohisto-
chemistry, five animals per group were used. Brains
were quickly removed and frozen with dry ice. Coronal
cryostat sections (14 um) were obtained and processed
as indicated in the immunostaining section.

Isolation of Nuclear and Total Proteins

For isolation of nuclear proteins from glial cultures 3,
5, and 6 wells (950 mm?) of mixed glial, astroglial, and
microglial cultures, respectively, were used per condi-
tion. Cells were scrapped in cold phosphate buffered sa-
line (PBS, 0.01 M, pH = 7.4), centrifuged for 4 min at
7,000 and the resulting pellet was resuspended in
400 pL of buffer A containing 10 mM HEPES pH 7.9,
10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulpho-
nyl fluoride, 1 mM dithiothreitol, and 0.1 mM EGTA,
and cells were swollen on ice for 15 min. After addition
of 25 uL of 10% Nonidet-40 (buffer B), cells were vigor-
ously vortexed for 10 s. After 10 min incubation on ice,
the broken cells were successively spun for 10 min at
3,000g and for 5 min at 14,000g. The pellet was resus-
pended in 50 pL of buffer C consisting of 20 mM HEPES
pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
phenylmethylsulphonyl fluoride, and 1 mM dithiothre-
itol. Solutions A, B, C, and PBS were supplemented
with the protease inhibitor cocktail Complete®. After a
90-min gentle shake at 4°C, nuclei were pelleted by a
5 min spin at 2,000g. The supernatant containing nu-
clear proteins was collected, and protein amount was
determined by the Lowry assay.

Faor isolation of nuclear proteins from brain or liver,
50-100 mg tissue was immersed in ice-cold buffer A
(100 mg tissue/mL), homogenized with a Dounce homog-
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enizer (10 strokes), and kept on ice for 15 min at 4°C
and processed as for isolation of nuclear proteins from
glial cultures with two minor exceptions. On one hand,
the pellet obtained after centrifugation 5 min at 14,000g
was resuspended once more in buffer A and reprocessed
again. In contrast, the final centrifugation was per-
formed for 15 min at 16,0002.

For isolation of total proteins, two wells (200 mmz)
plated with BV2 cells were used. After a cold PBS wash,
total proteins were recovered in 60 pL per well of RIPA
buffer containing Igepal CA-630 (10 uL/mL), sodium de-
oxycholate (5 mg/mL), SDS (1 mg/mL), and protease in-
hibitor cocktail Complete®, in PBS. The content of the
two wells was pooled, sonicated, and stored at —20°C.

Western Blot

Around 15-20 pg of protein, of denatured (5 min,
100°C) nuclear extracts, was subjected to SDS-PAGE on
a 15% polyacrilamide gel and transferred to a PVDF
membrane. The membranes were processed as follows:
(1) 5 min in Tris-buffered saline (TBS, 20 mM Tris,
0.15 M NaCl, pH = 7.5); (2) 10 s in methanol; (3) air dry;
(4) overnight incubation at 4°C on primary antibody
(rabbit anti-C/EBPB 1:500 or rabbit anti-p36 1:5,000)
diluted in immunoblot buffer (TBS containing 0.05%
Tween-20 and 5% nonfat dry milk); (5) 2 x 15 s in TBS
0.05% Tween-20; (6) 1 h in HRP-labelled anti-rabbit
antibody diluted 1:5,000 in immunoblot buffer; (7) exten-
sive washes in TBS-0.05% Tween-20; (8) 5 min in ECL-
Plus. Membranes were exposed to the camera of a Versa-
Doc system, and pixel intensities of the immunoreactive
bands were quantified using the % adjusted volume
feature of Quantity One 5.4.1 software. Data are expressed
as the ratio between the intensity of the C/EBPpB band and
the loading control protein band (p36 or actin). Statistical
significance was determined as appropriate with ANOVA
or Student’s ¢-test, as indicated in the figure legends.
Differences were considered significant if P < 0.05.

Immunocytochemistry and Immunohistochemistry

For immunocytochemistry, cultured cells were fixed
with 4% paraformaldehyde for 30 min at room tempera-
ture. When immunocytochemistry was revealed with
diaminobenzidine the protocol was: 7 min in 0.3% HzO04
in methanol, 2 X 15 min in PBS, overnight in primary
anti C/EBPB antibody (1:2,000), 2 % 15 min in PBS, 1 h
in biotinylated anti-rabbit antibody (1:200), 2 X 15 min
in PBS, 1 h in ExtrAvidin-HRP (1:500), 5-10 min in di-
aminobenzidine (1 mg/mL), 0.15% H;053 in PBS. All steps
were performed at room temperature, except primary
antibody incubation (4°C). All antibodies were diluted in
PBS containing 7% normal goat serum. For double im-
munofluorescence, cells were cultured on glass coverslips
and fixed with paraformaldehyde as above. Rabbit anti-
C/EBPB was coincubated as primary antibody with
mouse anti-GFAP (1:1,000) or rat anti-CD11b (1:500)
overnight at 4°C. Secondary antibody Alexa 546-labelled
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Fig. 1. Microglia and astrecytes
exprnss (VERPR in pramary mouse cul-
turwe (ABF Mized glial eultures wene
immuneatained for CERBPE imdi and
GFAP dgreen in A) or CIDI1D igreen in
Bl Mote in A thatl most astrocybes ire
devad of CEBPR bul some show o mod-
erifde slaining (ammowh Twoe QFAP-naga-
tive colls with a marked C/EEPE sagnal
ke when mod correspend probably e
mieroglin. In B, several microglinl oells
wre seen and all show strong CEBPR
puclear staining. Bar, 20 pm. (0] Wes-
term blot showing the levels of CEBPR
in the nuclear fractions of mixed glial,
astroglial, and microglial cultures (56 pg
protein per lonel. The C/EBPR isoforms
ore identdied oo Full, LAF, and LIF. The
membrmne wan also probed for e con-
stilutive miclear prolein pi6 for pormali-
zation, This experanent wis done thres
times with similar resalis,

goat anti-rabbit (1:1,0000 was coincubated with Alexa
488-labelled goat anti-mouse (1:1.000) or Alexa 488
labelled goat anti-rat (LL1000) for 1 h at reom tempera-
ture in a dark chamber. After an extensive wash, cover-
slips were mounted with Mowiol and stored at 4°C. For
double C/EBPR-diaminobenzidine + tomato lectin-Alexa
488 staining as in Fig. 2D, we first performed C/EBPR
immunacytochemistry revealed with diaminohenzidine
a5 described above, followed by overnight incubation
with biotinylated tomato lectin 1200 and 1 h incubation
with Alexa 488-labelled streptavidin 1:500. Samples
were photographed on a Nikon flusrescence microscope
Eclipse E1000 equipped with a digital camera Color
View 12 and powered by a HBO 100 lamp.

For immunchistochemistry, eryvostal sections  from
fresh-frozen tissue were fixed with 4% paraformaldehyde
{30 min, reom temperoturel and processed for double im-
munofluorescence with anti C/EBPE and anti CD11b anti-
bedies, as described above for cell cultures, Nucler were
counterstained with Hoechet 33258 (5 min, 1.26 pg/mlL)
From every section, five microscopic fields { =40 ohjective;
0.1 mm®) were photographed for C/EBPR CDILb, and
Hoechst 33258, The photographed felds were selected fol-
lowing a predetermined scheme. The density of CVEBPR
positive cells was estimated by counting CEBPR- and
Hoechst 332068-positive nuclel, From these, those that
were also CD11b positive, were counted to establish the %
of (VEBPE positive cells that were microghial.

Quantitative Real-Time PCI

Total RNA was isolated with Absolutely BENA Miniprep
kit and reverse transcribed with random primers using
Sensiscript-RT, The primers used o amplify mouse CEBPR
miNA were SAAGCTGAGCGACGAGTACAAGA-Y (for-
ward ) and §-GTCAGCTCCAGCACCTTGTG-3 (reverse), For
normalization of Ct values to an endogenous control, the fol-
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lowing mouse adin mBENA primers were used: 5-CAAC-
GAGCGGTTOOGATGSY  (forward) and  5-GOCACAGGA-
TTCCATACCCA-3 (reverse), Beal ime PCR was enrried out
with I} SYBRGEEEN SuperMix and iCyeler 16} equipment.
Primer efficiency was estimated from standard curves pener-
ated by dilution of a ¢DNA pool. Samples were run for 36
cveles (30 & 95°C, 1 min B6°C, 30 s T2°C) Two samples per
condition were analvzed in triplicates in each experiment,
and four independent experiments were performed. Statisti-
cal analysis was performed using one-way ANOVA followed
by Dunpett’s post-hoe test. Differences were considered sig-
nificant if P 0.04.

RESULTS
C/EBPE Is Expressed by Astroeyvies and Microglia
in Primary Mouse Glial Cultures

We were first interested to determine whether astro-
evtes and microglia express C'EBPH in untreated mized
glial culturez, By immunafluorescence, we obzerved pro-
minent CEBPE immunostaining in the nuclei of many
cells in mixed glial cultures, Double labeling experi-
ments showed that nuclear CEBPE was found both in
astrocytes and microghia. However, whereas most micro-
glial celle were C/EBPRE immunareactive, less than 206
of the astrocytes showed C/EBPE immunercactivity, and
the CYEBPR signal was stronger in microglia than in
astrocytes (Fige. 1A B). These findings were confirmed
by Western blot analyzis of C/EBPR in the nuclear frac-
tion of untreated mixed glial, astroglial, and microglial
cultures, As shown in Fig. 10, CEBPR levels were
higher in microglial than in astroghial cultures, mixed
glial cultures showing intermediate levels, LAP was the
maost abundant CYEBPR isoform, had an apparent molec-
wlar weight of 32-33 kDa, and was detected in all three
culture types, Full-length C/EBPS (Fulll had an appar-
ent maolecular weight of 35 kDa and was detected in
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Fig. 2. Increased mRNA and protein nuclear levels of C/EBPR in acti-  and intensity of staining 4 and 16 h after LPS treatment. Double staming
vated glia. All experiments shown in this figure were performed with  with the microglial marker tomato lectin in the same field shows that
mixed glial cultures. (A) Real-time PCR analysis of C/EBPB expression (/EBPB immunoreactive nuclei correspond to microglia and to non-micro-
induced by 100 ng/mL LPS. Cycle thresholds normalized to actin were  glial cells, basically astrocytes. This experiment was done three times
used to caleulate C/EBPE mRNA levels. Data show mean + SD from four  with similar results. Bar, 20 pym. (EJF) Concentration-response of LPS-
independent experiments. Controls were set to 100. (B,C) Time-course of  induced increase in C/EBPp protein levels at 16 h. E shows a representa-
1 pg/mL LPS-induced increase in C/EBPP protein levels. B shows a repre-  tive Western blot (see legend 2B for details) and F shows quantitation of
sentative Western blot of nuclear proteins (15 pg per lane) probed for four independent experiments. (G,H) Mixed glial cultures were treated
C/EBPB and for p36 as loading control. The three C/EBPB 1soforms are  with 1 pg/mL LPS * cycloheximide (CHX, 50 uM) for 16 h. G shows a
identified as Full, LAP and LIP as well as the non-specific band crm. C  representative Western blot (see legend 2B for details) and H shows quan-
shows quantitation of LAP vs p36 in 3—4 independent experiments in arbi-  titation of three independent experiments. In all graphs data is shown as
trary units (A.U.). (D) Time-course of 100 ng'mL LPS-induced increase in ~ mean + SD. Significance was determined by ANOVA followed by Dunnett
C/EBPR immunoreactivity. C/EBPB positive nuclei increase in number test, *P < 0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the control.

mixed glial and microglial cultures, but not in astro- Increased mRNA and Protein Levels of C/EBPp
cytes. Finally LIP, with an apparent molecular weight of in Activated Mixed Glial Cultures

20 kDa, was only detected in microglial cultures. A band

of approximately 50 kDa was also observed and probably We were next interested to study whether LPS

corresponds to the so-called “cross reactive material” induced changes in C/EBPB in mixed glial cultures.
(crm; Figs. 2-5), a previously reported nonspecific band Time-course experiments revealed that LPS induced
(Bradley et al., 2003; Cardinaux and Magistretti, 1996). clear increases in C/EBPB mRNA and nuclear protein
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Fig. 3. LPS increases astroglial and
microglial C/EBPB nuclear levels. Astro-
glial and microglial mouse cultures were
treated with LPS (1 pg/mL) for 16 h. (A)
Nuclear proteins (15 pgflane) were ana-
lyzed by Western blot for C/EBPB and
p36 as loading control. The three C/
EBPB isoforms are identified as Full,
LAP, and LIP as well as the non-specific
band crm. The image shown is represen-
tative of three independent experiments.
B shows the quantitation of LAP vs p36
in three independent experiments and is
expressed as mean + SD. Note that LPS
treatment increases nuclear C/EBPBR
levels in astroglial cultures and even
more markedly in microglial cultures.
¥P o< 0.05, **P < 0.01 compared with
the control. Significance was determined
by Student’s ¢-test. (C) C/EBPB immuno-
staining of astroglial and microghal cul-
tures treated with wehicle or 1 pg/mL
LPS. C/EBPB nuclear signal 1s more pro-
minent in control microglia than in
astrocytes. LPS increases C/EBPB nu-
clear immunostaining in both cell types.
Bar, 20 pm.

Astroglial
cultures

Microglial
cultures

levels. LPS (100 ng/mL) increased C/EBPB mRNA levels
2 h after treatment (2.7-fold increase, P < 0.01). C/EBPp
mRNA levels returned to control levels 4 h after LPS,
and a second phase of increase in C/EBPB mRNA was
seen at 8 h (83% increase, P < 0.05) (Fig. 2A). Similar
effects were also induced by LPS 1 pg/mL (data not
shown). At the protein level, nuclear C/EBPB levels
increased from 4 h post-treatment with 1 pg/mL LPS
and the increase was maximal at 16 h (5.1-fold increase,
P < 0.01) (Figs. 2B,C). The time-course of LPS-induced
changes in C/EBPp protein levels could also be followed
by immunocytochemistry. Figure 2D shows that 100 ng/
mL LPS increases C/EBPB immunostaning at 4 h, but
not at 2 h, and the effect is higher at 16 h. The same
pattern was observed with 1 pg/mL LPS (data nat
shown). LPS conecentration-response experiments at 16 h
showed that concentrations of LPS as low as 1-10 ng/mL
markedly increase nuclear C/EBPB levels (4.0-4.1-fold
increase, P < 0.05), and a maximal increase was observed
at LPS concentrations of 100 ng/ml and 1 pg'mL (4.8-5.1-

1

C LPS 8Lrs
«50KDa
35 KDa

-
430 KDa

435 KDa

]

Microglia

=1

Astrocytes

<430 KDa

0.0

Control LPS

fold increase) (Figs. 2E,F). The mRNA results indicated
that the increase in nuclear C/EBPR induced by LPS was
due to de novo synthesis and not by nuclear translocation
of C/EBPB. This was confirmed in experiments in which
protein synthesis was inhibited with cycloheximide (50
1M, 30 min before LPS). As shown in Figs. 2G,H, cyclo-
heximide completely prevented the LPS-induced increase
in nuclear C/EBPB.

LPS Increases Nuclear Levels of C/EBPp both
in Astrocytes and Microglia

LPS is a prototypical microglial activator although it
can induce effects also on astrocytes. To test whether
the LPS-induced increase in nuclear C/EBPB levels in
mixed glial cultures was occurring in microglia, astro-
cytes, or both cell types, we prepared astroglial and
microglial cultures that were treated for 16 h with LPS.
Western blot experiments revealed that 1 pg/mL LPS
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increased nuclear C/EBPB levels in astroglial cultures
(2.5-fold increase, P < 0.05) but the effect was more
marked in microglial cultures (3.5-fold increase, P <
0.01) (Figs. 3A,B). This finding was confirmed by immu-
nostaining C/EBPp in control and LPS-treated astroglial
and microglial cultures. In this case, the same pattern
of changes was induced by LPS at 100 ng/mL (data not
shown) and 1 pg/mL (Fig. 3C). Also, in mixed glial cul-
tures treated with LPS and double immunostained for
C/EBPB and an astroglial or a microglial marker as in
Fig. 1, we observed that C/EBPB immunoreactivity was
enhanced by LPS treatment both in astrocytes and
microglia (data not shown).

LPS Upregulates C/EBPp in Microglia
via MAP Kinases

To study how the LPS signal is transduced into an
increase in C/EBPB in microglia, we used the murine
microglial cell line BV2. As seen with primary cultures
LPS increased the levels of Full, LAP, and LIP proteins
in BV2 cells in a time- and concentration-dependent
manner (data not shown). The selective MAP kinase
inhibitors U0126, SP600125, and SB203580 were used
to test the involvement of ERK, JNK, and p38 MAP
kinases, respectively, in the LPS-induced C/EBPB in-
crease. As shown in Fig. 4, SP600125 significantly re-
duced the 100 ng/mL LPS-induced increase in C/EBP.
In contrast, SB203580 and U0126 did not significantly
reduce the LPS-induced increase in C/EBPB, although at
an average C/EBPB nuclear levels were 52 and 22%
lower in the presence of SB203580 and U0126, respec-
tively. Coadministration of SP600125 + SB203580 or
U0126 + SB203580 completely abolished the LPS-
induced increase in C/EBPB, whereas the coadministra-
tion of U0126 + S5P600125 had a similar effect than
SP600125 alone. It is interesting to note that simultane-
ous inhibition of p38 and ERK resulted in the total
reversal of LPS-induced C/EBPB upregulation, whereas
the separate inhibition of these two pathways had no
significant effect.

Systemic LPS Induces Microglial C/EBP}
Expression

Finally, we were interested to study whether the LPS-
induced increase in C/EBPp in cultured glial cells could
be reproduced in an in vivo model of glial activation,
such as systemic injection of LPS. As shown in Figs. 5A.B
the C/EBPB LAP isoform was clearly upregulated in the
nuclear fraction from the brainstem at the level of the
area postrema of mice treated with 100 or 400 pg LPS.
An identical increase in C/EBPPB was also observed in
nuclear proteins prepared from cerebral cortices and
striatum and also from liver that was used as positive
control (data not shown). As expected, the band corre-
sponding to LAP was absent in the brain nuclear frac-
tion from LPS-injected C/EBPB k.o. mice (Fig. 5C). The
increase in brain C/EBPB induced by systemic injection
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of LPS was confirmed by immunostaining and counting
C/EBPB positive nuclei. The density of C/EBPB positive
nuclei in the striatum of vehicle- and LPS-treated mice
was 6.1 + 4.2 cellssmm? (n = 4) and 62.8 + 8.4 cells/
mm? (n = 4) (P < 0.001, Student’s ¢-test), respectively
(Fig. 5D). Double C/EBPB-CD11b immunofluorescence
revealed that most C/EBPPB positive nuclei corresponded
to microglial cells, 100% in vehicle- and 97.8% in LPS-
treated mice (Fig. 5D), and no C/EBPB immunoreactive
microglial cells were observed in C/EBPB k.o. mice trea-
ted with LPS (Fig. 5D). No C/EBPB immunoreactive
astrocytes were observed in vehicle or LPS-treated mice,
as revealed by double GFAP-C/EBPB immunohistochem-
istry (data not shown). A weak nuclear neuronal stain-
ing was seen in some brain regions like the cerebral cor-
tex. This signal was much weaker than that of activated
microglial cells and was not altered by LPS systemic
injection (data not shown). C/EBPB nuclear staining in
hepatocytes was used a positive control and was mark-
edly increased by systemic LPS injection.

DISCUSSION

Glial activation is observed in all neurodegenerative
disorders. When there is neuronal damage there is
always, to some extent, glial activation. This glial response
provides trophic and metabolic support to damaged neu-
rons, deactivates toxic species, eliminates cell debris, and
protects from brain infection (Hauwel et al., 2005). How-
ever, there is growing evidence that some elements of glial
activation may be detrimental to neurons (Mrak and
Griffin, 2005). Upon activation, glial cells, particularly
microglia, may produce potentially neurotoxic species such
as TNFa or NO, shown to participate in neuronal death in
animal models of neurodegenerative diseases (Liberatore
et al., 1999; Mayne et al., 2001). The pharmacological mod-
ulation of glial activation could consequently be beneficial
for the treatment of neurodegenerative disorders.

C/EBPB is a transcription factor that regulates the
expression of genes such as IL-1B, TNFa, NOS-2, or
COX-2. Given this profile, C/EBPB could play a key role
in the regulation of the “neurotoxic side” of glial activa-
tion and is therefore a candidate target for pharmacolog-
ical inhibition. In the present study, we clearly show
that increased expression of C/EBP is induced in glial
cells by LPS. The response is rapid, with a marked
effect in mRNA at 2 h and in protein at 4 h, and it is eli-
cited by concentrations of LPS as low as 10 pg/mL. The
increase in nuclear levels of C/EBPB is caused by
increased de novo protein synthesis and no signs of nu-
clear translocation of a preexisting cytoplasmic pool
were observed. Our results also show that LPS increases
C/EBPB expression both in astrocytes and microglia.
A C/EBPB increase induced by LPS in astrocytes in vitro
had been described by Cardinaux et al. (2000) and
Kelicen and Tindberg (2004), but it was not observed by
Giri et al. (2004) and Won et al. (2003). Astroglial cultures
often contain contaminating microglia and, more often
than thought, microglial cells are responsible for effects
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observed in primary glial cultures in which the astrocyte
is the predominant cell type (Saura et al., 2003b; Sola
et al., 2002). The possibility that the LPS-induced increase
in C/EBPp that we observed in astroglial cultures was due
to contaminating microglia was excluded by C/EBPP im-
munostaining. Using this approach, we observed an in-
crease in nuclear C/EBPB immunoreactivity in astroglial-
enriched or mixed glial cultures treated with LPS that
was localized in astrocytes.

Our finding that LPS increases C/EBPB levels also in
microglial cells is a novel observation to our knowledge.
Although C/EBPpB activity can certainly be modulated by
post-translational modifications, the most common
mechanism for C/EBPB activation is increased expres-
sion (see Bradley et al. (2003) for references). Therefore,
the increased C/EBPB levels in microglia induced by
LPS are likely to result in increased C/EBPB activity.
Since C/EBPB participates in the expression of TNF«
(Dasgupta et al., 2003; Jana et al., 2002, 2003), NOS-2
(Jana et al., 2001), IL-1, and IL-6 (Dasgupta et al.,
2003) in BV2 microglial cells, the increased levels and
activity of C/EBPB in LPS-activated microglia will prob-
ably lead to the increased expression of these proinflam-
matory genes. Increased expression of TNFa or NOS-2
in microglia may have neurotoxic consequences (Mayne
et al., 2001; Liberatore et al., 1999) and in fact, micro-
glial cells activated with LPS are indeed neurotoxic
(Kim et al., 2000; Zujovic et al., 2000). Altogether, these
findings suggest that C/EBPPB can be a key factor in
microglial activation, at least when induced by LPS, and
a possible target to pharmacologically modulate the neu-
rotoxic effects of microglial activation. This hypothesis is
supported by the recent finding that genetic ablation of
C/EBPB is neuroprotective from focal cerebral ischemia
in mice (Kapadia et al., 2006).

Following the observation that LPS upregulates
C/EBPp expression in microglia, we were interested to
study the signal transduction pathways involved in
this effect. LPS is known to activate in microglial cells
the MAP kinases ERK, JNK, and p38 (Bhat et al.,
1998; Pyo et al., 1998). By use of the selective inhibi-
tors U0126 (ERK inhibitor), SP600125 (JNK inhi-
bitor), and SB203580 (p38 inhibitor), we show that
these three pathways are involved in the LPS-induced
C/EBPB increase in microglia. Thus, JNK or p38 inhi-
bition result in a marked reduction of LPS-induced
C/EBPB upregulation and a complete inhibition is
accomplished by simultaneous inhibition of p38 and
ERK or p38 and JNK. In previous studies, p38 and
ERK were found to mediate the 1L-12 p40-induced
C/EBPp upregulation in BV2 cells (Jana et al., 2003),
and p38 was found to mediate the LPS-induced C/EBPB
upregulation in macrophages (Bradley et al., 2003), but
this is to our knowledge the first study in which the path-
ways leading from LPS to C/EBPB upregulation have
been studied in microglial cells. AP-1 could mediate the
involvement of JNK in LPS-induced C/EBPB upregulation
since JNK activation leads to induction of AP-1 dependent
genes, and AP-1 binding sites are found in the C/EBPg
promoter (Cho et al., 2003; Foka et al., 2001). Similarly,
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the involvement of p38 in this effect could be mediated by
CREB since p38 activation leads to CREB activation
(Brautigam et al., 2005; Butler et al., 2005) and CREB
regulates the transcription of the C/EBPB gene (Berrier
et al., 1998; Niehof et al., 1997).

The finding that LPS increases C/EBPB levels in
microglia was confirmed and extended in vivo using sys-
temic injection of LPS. In this model, there is astroglial
activation (Gautron et al., 2002), microglial activation
(Kloss et al., 2001), and blood-brain barrier disruption
(Lustig et al., 1992), but no signs of neuronal damage
have been reported (G.Raivich, personal communica-
tion). Previous reports have shown that LPS i.p. injec-
tion causes the upregulation of C/EBP in a variety of
organs, the liver most prominently (Alam et al., 1992;
An et al., 1996; Sylvester et al., 1994), and also in the
brain (Saito et al., 1999). Our results are in agreement
with this later finding, since we observed a strong
increase in C/EBPPB protein levels in the brain nuclear
fraction from mice injected i.p. with LPS. To determine
the cell type(s) in which this C/EBPB increase was
oceurring, we performed immunohistochemistry on brain
sections. In the control brain we observed a weak neuro-
nal signal in many but not all brain areas, in agreement
with a report on the distribution of C/EBPB mRNA by in
situ hybridization (Sterneck and Johnson, 1998). In
LPS-treated animals we did not observe C/EBPB immu-
noreactivity in astrocytes. Since all in vivo experiments
were performed at a single time point, 16 h, we can not
exclude that upregulation of C/EBPB occurs also in acti-
vated astrocytes, as we have seen in vitro, in an earlier
or later time point. In contrast, LPS treatment induced
in vivo a marked increase in C/EBPB immunoreactivity
in microglial cells, similar to what was observed in vitro.
This is an interesting finding because it shows for the
first time the upregulation of C/EBPR in microglial cells
in vivo supporting the hypothesis that C/EBPB partici-
pates in vivo in the activation of microglial cells. This
result suggests that C/EBPB upregulation may be an
event also in the microglial activation that accompanies
neurodegenerative disorders. Experiments with animal
models of glial activation, induced by neuronal lesion,
and neurodegenerative diseased brain would be impor-
tant to ascertain this question.

In summary, the upregulation of C/EBPB in acti-
vated astrocytes and microglia supports a role for this
factor in the process of glial activation. Given the pro-
file of the C/EBPB-regulated genes, we hypothesized
that the increased expression of C/EBPB in glial cells,
particularly in microglia, may play an important role
in their activation and that C/EBPB is a potential
target for inhibition in the treatment for neurological
disorders in which activated microglia contributes to
neurodegeneration.
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El factor de transcripcion CCAAT/enhancer binding protein 3 (C/EBPp) regula
la expresion de genes clave en la inflamacion. Sin embargo, no se conoce la implicacién
que C/EBP tiene en la activacion glial. En este trabajo, hemos estudiado el patrén de
la expresiéon de C/EBPf en los astrocitos y microglia de cultivos primarios gliales de
raton. Aqui demostramos que en los cultivos primarios gliales mixtos, ambos tipos
celulares expresan C/EBPp en condiciones basales, y su expresién se incrementa tras el
tratamiento con lipopolisacdrido (LPS). El incremento inducido por LPS es rdpido ya
que se detecta un aumento del ARN mensajero a las 2 horas tras el tratamiento, y un
aumento de la proteina a las 4 horas. Este incremento se promueve a concentraciones
muy bajas de LPS (1 ng/ml produce un incremento cercano al maximo) y se revierte
con el tratamiento con el inhibidor de la sintesis proteica cicloheximida. Los niveles
nucleares de C/EBPP aumentan tanto en cultivos astrogliales como en los microgliales,
aunque el aumento en la microglia es mayor. El incremento de C/EBPf se bloquea
mediante la coadministracién de los inhibidores de las MAPK SB203580 (inhibidor de
p38), SP600125 (inhibidor de JNK) o SB203580 U0126 (inhibidor de ERK).

La inyeccién sistémica de LPS también induce un incremento de los niveles de
C/EBPf en el cerebro, como se puede ver mediante Western Blot. Ademads, mediante
inmunofluorescencia se comprobdé que las células en las que se produce este
incremento son las células microgliales activadas. Estos resultados apoyan la hipétesis
de que C/EBPp esta implicado en la activacién de los astrocitos y, especialmente, de la
microglia. Debido a la naturaleza de los genes regulados por C/EBPpP, nuestra
hipétesis se centra en el posible papel que este factor de transcripciéon puede tener en

los efectos neurotéxicos asociados con la activacion glial.
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Is Down-Regulated by Toll-Like Receptor

Agonists in Microglial Cells
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The transcription factor CCAAT/enhancer binding pro-
tein-« (C/EBP#) can regulate the expression of impor-
tant genes in the inflammatory response, but little is
known about its role in glial activation. By using primary
cortical murine glial cultures, we show that C/EBPu is
expressed by microglial cells in vitro. Lipopolysaccha-
ride (LPS) down-regulates C/EBPx mRNA at 2 hr and all
C/EBPx protein isoforms at 4 hr. This effect is elicited by
LPS concentrations =100 pg/ml. LPS-induced C/EBPx
down-regulation occurs in microglial cells both in mixed
glial and in microglial-enriched cultures. As seen with
LPS, other toll-like receptor agonists (polyinosinic-poly-
cytidylic acid, peptidoglycan from Staphylococcus aur-
eus, and the ocligonucleotide CpG1668) also down-regu-
late C/EBPx whereas cytokines such as interleukin-1p,
interleukin-6, macrophage-colony stimulating factor, and
interferon-v do not. These findings suggest that C/EBPx
down-regulation in activated microglia could play an im-
portant role in the increased expression of genes that
are potentially pathogenic in a variety of neurological
disorders. © 2007 Wiley-Liss, Inc.

Key words: in vitro; lipopolysaccharide; glial activation

CCAAT/enhancer binding protein-a (C/EBPa) is
a member of the C/EBP subfamily of leucine zipper-con-
taining transcription factors. From the CEBPA intronless
gene, a single mRANA species is produced, which gives
rise to various C/EBPa protein isoforms by use of alterna-
tive initation sites (Calkhoven et al., 2000). C/EBPa
proteins have to dimerize to bind to DNA, either as
homodimers or as heterodimers. C/EBPa soforms have
been shown to form heterodimers with C/EBP proteins
such as C/EBPB (Diehl and Yang, 1994), C/EBPa
(Cassel et al, 2000), or C/EBPe (Chih et al., 2004} as
well as with non-C/EBP  protemns such as ATF-2
(Shuman et al., 1997).

In mouse, constitutive expression of C/EBPa is
high in liver and adipose tssue, and in both tssues
C/EBPo expression 15 associated with mature, terminal
stages (Birkenmeier et al., 1989). In contrast, in myelo-
monocytic cells C/EBPo expression is associated with
nonmature stages (Scott et al, 1992), and C/EBPa
determines the commitment of bipotental {granulocytic/

© 2007 Wiley-Liss, Inc.

monocytic) myeloid cells toward the granulocytic path-
way (Radomska et al., 1998). In many cells, C/EBPa
scems to have growth-arresting potential (Xie et al,
2004). In agreement with this, mutations in the CEBPA
gene causing a reduced C/EBPa function seem to con-
tribute to some acute myelogenous leukemias (Pabst
et al., 2001).

Much less is known about the presence and role of
C/EBPa in the CNS. In the most complete study to
date, C/EBPa was not detected in neurons, astrocytes,
or resting microglia in rat brain, but it was found to be
expressed in activated microglia after cerebral hypoxia
ischemia injury (Walton et al., 1998). An up-regulation
of C/EBPa in brain was also observed after systemic
lipopolysaccharide (LPS) injection (Saito et al., 1999)
and in Alzheimer’s disease brain (Blalock et al., 2004).
These three studies suggest thar C/EBPa up-regulation
1s associated with glal activation. In vitro, C/EBPo was
detected in cultured astrocytes by some authors (Cristiano
et al., 2005) but not by others (Yano et al., 1996) and
in the only in vitro study of C/EBPa in activated micro-
glia, amyloid [ peptide was found to down-regulate
C/EBPa in microgha (Walker et al., 2006).

Some targets for C/EBPa are important genes in
ghial activation. Thus, the expression of macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF) receptor (Zhang et al.,
1996), tumor necrosis factor-a (TNFa; Wedel et al,
1996), cyclooxygenase-2 (COX-2; Callejas et al., 2000),
or nitric oxide synthase-2 (NOS-2; Kolyada and Madias,
2001) can be regulated by C/EBPo. This suggests that C/
EBPa may play an active role in ghal activation. Our aim
in this study was to determine whether astrocytes and
microglia express C/EBPa in vitro and to analyze their
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patterns of expression in glial activation. Our results show
that microgha strongly expresses C/EBPa in vitro, which
is dramatically down-regulated when glial activation 1s
induced by toll-like receptor (T'LR) agonists but not by
other proinflammatory sumuli such as cytokines.

MATERIALS AND METHODS
Primary Glial Cultures

Experiments were carried out in accordance with the
Guidelines of the European Union Council (86/609/EU),
following the Spanish regulations (BOE 67/8509-12, 1988)
for the use of laboratory animals, and were approved by the
Ethics and Scientific Committees from the Hospital Clinic de
Barcelona. Three types of primary glial cultures were prepared:
mixed glial cultures, microglial cultures, and astroglial cultures.
These cultures were all prepared from 1- or 2-day-old neona-
tal C57BL/6 mice (Charles River, Lyon, France). The culture
medium used for all cultures consisted of Dulbecco’s modified
Eagle (No. 31330-038;
Invitrogen, Carlsbad, CA), fetal bovine serum 10% (No.
10270-106; Invimrogen), penicilin 100 U/ml, streptomycin
100 pg/ml (No. 15140-114; Invitrogen), and amphotericin B
0.5 pg/ml (No. 15290-018; Invitrogen).

For preparation of mixed glial cultures, the cerebral cor-
tices were dissected, carefully stripped of their meninges, and
digested with (0.25% trypsin (No. 25200-072; Invitrogen) for
25 min at 37°C. Trypsinization was stopped by adding an
equal volume of culture medium containing 0.02% deoxyri-
bonuclease I (No. D-5025; Sigma, St. Louis, MO). The
solution was pelleted (5 min, 200g), resuspended in culture
medium, and brought t a single cell suspension by repeated
pipetting, followed by passage through a 105-pm-pore mesh.
Cells were sceded at a density of 250,000 cells/ml (62,500
cells/em?) and cultured ar 37°C in humidified 5% CO,-95%
air. Medium was replaced every 5-7 days. Cultures reached
confluence after 7-10 days in vitro and were used between
12 and 15 days in vitro. At this point, they typically consisted
of 75% type I astrocytes and 25% microglia as assessed by
counts of ghal fibrillary acidic protein (GFAP)- and CD11b-
immunoreactive cells.

Mouse microglial cultures were prepared by mild trypsi-
nization as described elsewhere (Saura et al., 2003). Briefly,
confluent mixed glial cultures were treated for 30 min with a
low trypsin  concentration ({0.06%) in the presence of
0.25 mM EDTA and 0.5 mM Ca>". This treatment results in
the detachment of an intact layer of cells containing virtually
all the astrocytes and leaves a population of firmly attached
cells identified as =98% microglia as assessed by counts
of CD11b-immunoreactve cells. Twenty-four hours after
isolation by this procedure, microglial cultures were used.

Mouse astroglial cultures were prepared by seeding
cortical cells prepared as for mixed glial cultures on plates
coated with laminin (20 pg/ml; No. 23017-015; Invitro-
gen). Laminin-coating favors astroglial growth and inhibits
microglial growth (Milner and Campbell, 2002). When con-
fluent, cultures were treated with 10 pM cytosine arabino-
side for 4 days. Cultures were used 1 day after the end of
cytosine arabinoside treatment. The wvast majority of cells

medium-F-12  nutrient  mixture

consisted of type | astrocytes, and microglia made up less than
2% as assessed by counts of GFAP- and CD11b-immunoreactive
cells.

In Vitro Treatments

For all culture types, medium was changed to 0.5% FBS
24 hr prior to treatments. Drugs were stored as frozen stocks
as follows: LPS (Escherichia coli serotype 055:B5; No. L-6529;
Sigma) 1 mg/ml PBS; interferon-y (IFNvy: mouse recombi-
nant; No. 1-4777; Sigma) 100 pg/ml culture medium; M-CSF
(mouse recombinant; No. M-9170; Sigma) 100 pg/ml culture
medium; interleukin-1p (IL-1B; mouse recombinant; No. I-
5271; Sigma) 10 pg/ml water; interleukin-6 (IL-6; mouse
recombinant; No. [-9646; Sigma) 100 pg/ml PBS-BSA; poly-
inosinic-polycytidylic acid [poly(1:C); P-0913; Sigmal, 5 mg/ml
RNAse-free buffer (Xeragon); peptidoglycan from Staphylococ-
cus amrens (77140; Fluka) 1 mg/ml PBS, CpGl668 (TIB
MOLBIOL) 170 pmol/liter PBS. From these stocks, interme-
diate X 30 solutions were prepared, which were then supplied
to cultures.

Isolation of Nuclear Proteins

For isolation of nuclear Pmtcius from ghal cultures three,
five, and six wells (950-mm~) of mixed glal, astroglial, and
microglial cultures, respectively, were used per condition. Cells
were scrapped in cold PBS and centrifuged for 4 min at
7,000g, and the resulting pellet was resuspended in 400 pl
buffer A (10 mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCIL 0.1 mM
EDTA, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 1 mM dithio-
threitol, and 0.1 mM EGTA), and cells were swollen on ice
for 15 min. After addition of 25 pl of 10% Nonidet-40 (butfer
B), cells were vigorously vortexed for 10 sec. After a 10-min
incubation on ice, the broken cells were successively spun for
10 min at 3,000¢ and for 5 min at 14,000g. The pellet was
resuspended in 50 pl of buffer C consisting of 20 mM
HEPES, pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1| mM EGTA,
I mM phenylmethylsulphonyl fluoride, and 1 mM dithiothre-
itol. Solutions A, B, and C and PBS were supplemented with
the protease inhibitor cocktail Complete (No. 1836145; Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). After 90 min of gentle
shaking at 4°C, nuclel were pelleted by a 5-min spin at 2,000g.
The supernatant containing nuclear proteins was collected, and
protein amount was determined by the Lowry assay.

Western Blot

Fifteen micrograms of protein of denatured (5 min,
100°C) nuclear extracts was subjected to SDS-PAGE on a
15% polyacrylamide gel and transferred to a PVDF membrane
(No. IPVHO0010; Millipore, Bedford, MA). The membranes
were processed as follows: 1) 5 min in Tris-buffered saline
(TBS; 20 mM Tris, 0.15M NaCl, pH 7.5); 2) 10 sec in meth-
anol; 3) air drying; 4) overnight incubation at 4°C on primary
antibody (rabbit anti-C/EBPa (No. sc-61; Santa Cruz, Teme-
cula, CA) 1:500; goat antinuclear factor-xB (NFxB) p65
(No. sc-372G; Santa Cruz) 1:500; or rabbit anti-p36 (gift
from Dr. O. Bachs; 1:5,000) diluted in immunoblot buffer
(I'BS containing 0.05% Tween-20 and 5% nonfat dry milk):
5) 2% 15 sec in TBS 0.05% Tween-20; 6) 1 hr in horseradish
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peroxidase (HRP)-labelled anti-rabbit (No. NA934; Amer-
sham, Buckinghamshire, United Kingdom) or anti-goat (No.
A9432; Sigma) antibodies diluted 1:5,000 in immunoblot
bufter; 7) two 30-min washes in TBS5-0.05% Tween-20;
and 8) 5 min in ECL-Plus (No. RPN2132; Amersham).
Membranes were exposed to the camera of a VersaDoc system

(Bio-Rad, Hercules, CA), and chemiluminiscence was quanti-
fied in Quantity One 5.4.1 software (Bio-Rad).

Quantitative Real-Time PCR

Total RNA was isolated with Absolutely RNA Mini-
prep kit (No. 400800; Stratagene, La Jolla, CA) and reverse
transcribed with random primers using Sensiscript-R'T (No.
205211; Qiagen, Hilden, Germany). The primers used to
amplify mouse C/EBPa mRNA were 5-TGGACAAGAA-
CAGCAACGAGTAC-3 (forward) and 5-TGCGCAGGCG-
GTCATT-3 (reverse). For normalization of Ct wvalues to an
endogenous control, the following mouse actin mRNA pri-
mers were used: 5'-CAACGAGCGGTTCCGATG-3' (for-
ward) and 3'-GCCACAGGATTCCATACCCA-3 (reverse).
Real-time PCR. was carried out with 1Q SYBR Green
SuperMix (No. 170-8882; Bio-Rad) and iCycler 1Q equip-
ment (Bio-Rad). Primer efficiency was estimated from stand-
ard curves generated by dilution of a cDNA pool. Samples
were run for 36 cycles (30 sec 95°C, 1 min 55°C, 30 sec
72°C). Two samples per condition were analyzed in triplicate
in each experiment, and four independent experiments were
performed. Statistical analysis was performed by using one-
way ANOVA, followed by Dunnett’s post hoc test. Differen-
ces were considered significant at P < 0.05.

Immunocytochemistry

Cultured cells were fixed with 4% paraformaldehyde for
60 min at room temperature. When immunocytochemistry
was revealed with diaminobenzidine (DAB), the protocol was
7 min in 0.3% H,0O, in methanol, 2 X 15 min in PBS, over-
night in primary anti-C/EBPa andbody (1:1,000), 2 X 15 min
in PBS, 1 hr in biotinylated anti-rabbit antibody (1:5,000;
Pierce, Rockford, IL), 2 X 15 min in PBS, 1 hr in ExtrAvidin-
HRP (1:500; No. E-2886; Sigma), 5-10 min in DAB (1 mg/ml),
0.15% H>05 in PBS. All steps were performed at room
temperature, except for primary antibody incubation (4°C).
All antibodies were diluted in PBS containing 7% normal goat
serum. For double or triple immunofluorescence, cells were
fixed with paraformaldehyde as described above. Rabbitc anti-
C/EBPBa (1:500) was coincubated as primary antibody with
mouse ant-GFAP (1:1,000; No. G-3893; Sigma) and/or rat
anti-CD11b (1:500; clone 5C6; Serotec, Oxford, United
Kingdom) overnight at 4°C. For double labeling, the second-
ary antibody Alexa 546-labelled goat anti-rabbit (1:1,000; No.
11010; Molecular Probes, Eugene, OR) was coincubated with
Alexa 488-labelled goat anti-mouse (1:1,000; No. A11017;
Molecular Probes) or Alexa 488-labelled goat anti-rac
(1:1,000; No. A11006; Molecular Probes). For triple labeling,
the secondary antbodies Alexa 546-labelled goat anti-rabbit
(1:1,000), Alexa 488-labelled goat anti-rat (1:1,000), and Alexa
350-labelled goat anti-mouse (1:300; No. A11068; Molecular
Probes) were used. Incubations with secondary antibodies
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were for 1 hr at room temperature in a dark chamber. After an
extensive wash, coverslips were mounted with Mowiol
(No. 475904; Calbiochem, San Diego, CA) and stored at 4°C.
For double C/EBPa-DADB + tomato lectin-Alexa 488 staining
as in Figure 3, we first performed C/EBPo immunocyto-
chemistry revealed with DAB as described above, followed by
overnight incubation with biotinylated tomato lectin 1:200
and 1 hr of incubation with Alexa 488-labelled strepravidin
1:500. All samples were photographed on a Nikon fluores-
cence microscope Eclipse E1000 equipped with a digital cam-
era Color View 12 and powered by an HBO 100 lamp.

RESULTS

Basal C/EBPa Expression in Mixed Glial Cultures

We were first interested to determine whether C/
EBPa 15 expressed in mixed glial cultures under basal
conditions. By immunocytochemistry, we observed in a
subset of cells positive C/EBPa immunostaining localized
in the nuclens. Double immunofluorescence revealed
that the majority of C/EBPa immunoreactive nuclei
corresponded to microglia, identified by CD11b immu-
nostaiming (Fig. 1A, C,G), and that virtually all microglial
cells showed C/EBPo nuclear immunoreactuvity. In
contrast, astrocytes, identified by GFAP immunostaining,
were generally devoid of C/EBPa (Fig. 1BD,H),
although weak C/EBPa immunoreactivity was occasion-
ally observed in a small proportion of astrocytes.

LPS Decreases C/EBPa Expression
in Mixed Glial Cultures

We were next interested in determining whether
C/EBPa was affected in mixed glial cultures by LPS, a
TLR4 agonist that induces a strong glial activaton. By
quantitative RT-PCR, we observed a marked decrease
in C/EBPa mRNA levels induced by 100 ng/ml LPS.
This effect was rapid (66% decrease at 2 hr, P < 0.01)
and sustained (77% decrease at 8§ hr, P < 0.01; Fig. 2A).
An LPS-induced down-regulation of C/EBPa was also
observed at the protein level by Western blot. In the
nuclear fraction of untreated mixed glial cultures, 4 C/
EBPa isoforms were identified with apparent molecular
weights of 42, 38-39, 32-33, and 30 kDa (Fig. 2B).
LPS markedly reduced C/EBPa nuclear levels in a ume-
dependent manner. No change was observed 30 min after
LPS, but a marked reduction was seen after 4 hr, which
was even stronger after 16 hr. All four C/EBPa proteins
were similarly affected by LPS, with minor differences
in the intensity and time course among the isoforms.
Thus p38-39 and p30 showed the strongest reduction
(51=60% at 4 hr, P < 0.01; 76% at 16 hr, P < 0.01},
whereas p32-33 was the C/EBPa isoform most resistant
to being down-regulated by LPS (36% and 39% reduc-
tion at 4 and 16 hr, respecuvely, P < 0.05; Fig. 2C). As
shown in Figure 2B, the decrease in C/EBPa nuclear
levels induced by LPS was concomitant with the increase
in the nuclear levels of transeription factors involved in
the expression of proinflammatory genes in glial cells such
as C/EBPR and NFxB (p65 subunit).
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Fig. 2. LIS dows-regubites C/EBPa in mixed pglial cultures, Mised
whial cultures were treated with OO ag/ml LIPS for variows gimes. As
Tinse course analysis of LPS-isduced changes in C/EBPe mRUNA by
quantitative real-time PO LPS apnificastly decresses C/ERPa
mRMA levek at all time points sudied, Data show mean * 50 aof
theee independent experiments and are expressed as percentige con-
trol of the C/EBPo/actin mBEMNA. Significance was determaned by
AMOVA, followed by Dunnet test, *P < 005, *20 = 001 com-
pared with control. B Time course of LPS-induced down-regulation
of C/EBPx proteins by Wesern blot. Mixed glial culmures were
meated with LIPS and nuclear proteims were exerscted an varions
fmes and separated by SDS-PAGE. Four C/EBPr weforms of
apparent malecular weights of 42, 38=39, 33=34, and 30 kD2 were

LPS2h

cultures and that the absence of C/EBPa inumunostain-
ing observed at LPS concentratons 21 ng/ml was not
catsed by a toxic effect of LPS on microglial cells (Fig. 3).

LP5 Decreases C/EBPo in Microglial-Enriched
Cultures

Thus far, all experiments had been perdormed on
muxed ghal culures, and we had observed that C/EBPo
was localized prmarily in microglia, which is noc the
most abundant cell type in these pm}lnm:imm (73% astro-
eyees, 25% microglia). To confirm these findings and 1o
determine whether the presence of astrocytes plaved a
role m the LPS-induced down-regulanon of C/EBPx in
microglia, we smudied the effects of LPS in astroglial-
and microglial-cnriched cultures. As shown in Figure 4,
C/EBPr levels in astroglial cultures were barely detecta-
ble, either by Western blotr (Fig, 4,A,1) or by immuno-
cytochemistry (Fig, 4C), and LPS did not mduce any
measurable effect on C/EBPa in asmroghal cultres, In
contrast, a strong C/EBPo nuclear signal was observed
in microglial cultures with both methods, As observed in
mixed glal culures, LIS (100 ng/ml) markedly decreased
nuclear C/EBPa levels in microglial-enriched cultures.

Jourmal of Meuracience Research DO 10010025nr

LPS4h LPS&h LPS16h

observed in contrel amples, The four soforns were down-regulated
by LIPS 2t 4 or 16 e, In the sme samples, C/EBPR and the pia iso-
formn of NF were up-regulited by LPS, p36 was wsed a0 the load-
ing control, C: Densitometric analyas of theee independent Western
blat time course experiments, Data show mean * 510 and are
% a C/EBPo/p36 mto. Significance wae determined by
ANOVA fllowed by Dunnet test, *P < 005, **P = 001 compared
with coneral. Dt Time course of LPS-induced down-regulation of
C/EBPa in mixed glial cubures revesled by immunocytochemitry.
Serongly labelled C/EBPa-podeive nuclel are seen in umtreated
cubtures and 30 mim or 2 hr after LPS. The C/EBPa immunoseso-
vity is markedly reduced 4 hr after LIPS, and it virually disappears
% or 16 hr after LIPS reamment, Scale bar = 20 pm.

This finding confinms the mamly microglial localization
of C/EBPe in glial cultures and shows that the presence
of astrocytes 18 not necessary  for  the LPS-induced
C/EBPo down-regulation in microglia,

C/EBPu Down-Regulation Is Induced by TLR
Aganists but Mot by Proinflammarory Cyrokines

We were finally interested in derermining whether
C/EBPo down-regulation was 2 common feature of glial
activation induced by different stimuli. To this end,
mixed ghal cultures were treated for 16 hr with vanions
promflammatory cytokines amd TLIR agomsts. The cyto-
kines tested were IFMy (4, 40 ng/ml), M-CSF (20,
200 ngdml), IL=1F (20 ng/ml), and IL=6 (100 ng/ml),
and the TLIR agomists were poly(l:C) (TLR3 agonia,
L0, 100 pgiml), CpGI66S (TLID agonist, 0.1, 1 pM),
and peptig‘ngl}'can (TLR2 agonmist, 1, 10 pg/ml). All
TLR agonsts deamanically decreased C/EBPr immunor-
cactivity (Fig, 5) at both concentrations tested and o the
same extent a2 LPS, In comtrast, no effect on C/EBPo
imnnoreactivity was induced by IFN=y, M-CSF (Fig. 5),
[L-13, or IL-6 {not shown).
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Fg. 5. C/EBPa down-regulanon by TLR agonises bur ot by cyio-
ki, Mixed glal culturs were treated for 16 he with TLR agonsis
or cytokares, and C/EBPa was identifiod by imanusocy o henzisry.
Mumerows C/ERPo-immunoresctive nouclel are seen in untreared
comstre] endturs, Mo changes in the intensaty of C/EBPx immunon
cactivity were isduced by TFNYy (20 ag/ml) or M-CSF (20 e/ ml).

factors play a key role in the regulrion of complex
processes such as microglial acrivadion, in which the
expression of many genes is altered. The manscription
factor C/EBPon regulates the expression of importane
genes in microglial acrivarion, bur it has received lirle
artention with regard o glial cells, We have therefore
undertaken a study to chamcterize C/EBPa expresaon
m o ghal  eells i oviro and o determine how
C/EBPo expression s affected in ghal actvation,

In this stady, we show that C/EBPo 1 expressed
by mucroghal cells both i mixed ghal and m microghal-
enriched primary culres under conrrol conditions, This
is the fArst unequivecal demonstration of microglial
C/ERPo expression in vitro, a finding suggested in a
recent microamay study (Walker er al., 2004), and it
abso agrees with the reported microglial expression of
C/EBPx in vive (Walton er al,, 1998), In this sdy,
C/EBPo ¢ ion was derected in activared bur not in
quigscent microglia, Our observation of basal C/E1P
expression by microglia in culore probably reflects a
basal level of activarion in culmred microglial cells,
Reegarding the expresion of C/EBPa in astrocyres, the
literarure is shore and conflicring. Yano er al, (1996) and
Walton er al. (199%) did nor derecr asreoglial C/EBPo
expression in vitro and in vivo, respectively. In contrase,
Crstiano et al. (2005) showed the presence of C/EDPa
in protein extracts from primary astroglial culowres. This
signal, or part of i, could be microglal, insofir as the
authors did not show any double staining, and microghal
cells are always present, though o a vamable exvent,

Joumal of Meurowience Besearch DOI 101002 e

In comrast, the TLR agonists poly(C) (00 pgdml), Cpdlaas
01 pM). and pepridoglyean (1 pgdml) drstically reduced C/EBPa
nuclear staining. as seen before with LPS. The images are representa-
tive of an expermment repested three tmes with the wme el Seale
Tar s 300 pm,

imary asteoglial-enriched cultres. In our study, we
ave observed that most asmocyres are devoid of
C/EBPa bur occasional GFAP-posinve astrocyres with
weak C/EBPa immunoreactiviry were observed, There-
fore, we conclude thar astrocyres are able to expres
C/EBRPa in viero bue in any case with a much lower
level of expression than microglial cells.

After the charactenzation of ghal C/EBPa expres-
simdin vitu:l.r under oﬂ:]r;;l conditions, we w:r::dhibr:r-
ested in analyzing €/ 1on in activag i
cells L'..-"EBE nlfas been :mm the brain n :h;!ta:
simations in which glial activarion occurs: after a cercbral
hypoxia ischemia injury (Walton e al., 1998), afier
systemic LPS injection  (Saio et oal, 1999), and in
Alzheimer's disease brain (Blalock er al., 20043, In these
three repors, C/EBPo was up-regulated in the brain. In
the study of Walcon et al, (1998) C/EBPx up-regulation
was shown o occur in activated microglial - cells,
whereas, in the other two sadies, the C/EBPo increase
was nor resolved ar the cellular level, These smidies
suggest that C/EBPo up-regulation could be a common
fearure i the glial acrivarion respomse, However, Walker
er al. (20006) have recently shown thar C/EBFa mILNA
# decreased in culrired microglial cells weared with
amyloid B peptide. We were therefore interested in
sudving in detail the pattern of changes in C/EBPo
expresion i oan in vitro model of glial acevaton. We
wsed LIPS a5 a ool o induce ghal acovation, LIPS, che
major structural component of the ouer wall of gram-
negative bactenia, 15 a protorypical activator of astrocytes
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and microglia, primarily by binding to TLR4. LPS has
been reported to down-regulate (Alam et al., 1992; An
et al,, 1996; Hsieh et al, 1998; Tengku-Muhammad
et al, 2000) or up-regulate (Granger et al., 2000;
Mackey and Darlington, 2004; Kido et al,, 2005) C/
EBPa expression in various tissues or cells. This is the
first study of LPS-induced changes in glial C/EBPa
expression. We show here that LPS strongly decreases
C/EBPa mRNA and protein levels in cultured glial
cells. The effect is rapid, with a marked reduction in
mRNA levels at 2 hr; it is elicited by LPS concentra-
tions as low as 1 ng/ml; and it occurs in microglial cells.
These findings are in line with the amyloid B peptide-
induced down-regulation of C/EBPa in cultured micro-
glia (Walker et al., 2006) and not with the above-
mentioned reports of C/EBPa up-regulation in in vivo
experimental or pathological situations in which glial
activation occurs (Walton et al., 1998; Saito et al., 1999;
Blalock et al., 2004). The LPS-induced down-regulation
of C/EBPa in microgla could be mediated by Spl,
because this transcription  factor is rapidly activated
(15-30 min) by LPS in monocytes/macrophages (Jarvis
and Qureshi, 1997; Sakuta et al.,, 2001) and is able o
repress the C/EBPa promoter in adipocytes (Tang et al.,
1999).

Probably the most interesting observation in this
study 1s that C/EBPa down-regulation is induced by all
TLR agonists tested, acting on TLR2, TLR3, TLR4, or
TLRY, but not by key proinflammatory cvtokines such
as IL-1B, IL-6, or IFNwy or the microglial mitogen
M-CSF. This is a novel finding. Apart from the above-
mentioned studies on LPS and C/EBPa there s only
one study to our knowledge on the effects of TLR ago-
nists on C/EBPa (Takeshita et al., 2004). In this work,
the TLRY agonist CpG oligodeoxynucleotide K3 was
found to down-regulate C/EBPa in a human myeloma
cell line. TLR are receptors recognizing pathogen-
associated molecular patterns (Netea et al., 2004), which
can also be activated by molecules derived from injured
tssue (Karikd et al,, 2004). Through TLR signalling,
these danger signals elicit the activation of genes that are
important for host defense, such as proinflammatory
cytokine genes (Netea et al., 2004). In microglial cells,
TLR agonists (Olson and Miller, 2004) and proinflam-
matory cytokines (John et al., 2003) elicit microglial
activation, but to our knowledge a proper comparison
between the microglial responses induced by the two
stimuli has not been made. For human monocytes,
Farina et al. (2004) have reported that TLR agonists
induce higher TNFa production than proinflammatory
cytokines. Also, TLR agonists induce responses in mono-
cytes that are not induced by proinflammatory cytokines,
such as CD150 expression and CD38, CD86, and
1COS-L down-regulation. These observations suggest
that TLR agonists induce a broader and more robust re-
sponse than proinflammatory cytokines, whose effects
are more specific. In this context, even though we can-
not exclude the possibility that other cytokines not
tested in this study or, especially, a combination of

cytokines could down-regulate C/EBPa in microglial
cells, our findings seem to indicate that C/EBPa down-
regulation is part of the microglial response induced by
TLR agonists.

It has been shown that C/EBPa may promote the
expression of M-CSF receptor (Zhang et al., 1996) and
TNFa (Wedel et al., 1996) in monocytes and of NOS-2
in endothehal cells (Kolyada and Madias, 2001), genes
that are up-regulated in activated glia. Our findings sug-
gest that C/EBPa does not participate in the expression
of these genes in glial activation, because we observed a
clear down-regulation of C/EBPa in activated microglial
cells. We think instead that the physiological role of
C/EBPa down-regulation in microglial activation is to
allow more C/EBPB-C/EBP8 homo- and heterodimers
to be formed, as it occurs in liver in the acute-phase
response (Poli, 1998). Finally, overexpression of C/EBPa
in hepatocytes blocks LPS-induced COX-2 expression
(Callejas etal., 2000); this gene is up-regulated in microglial
activation. C/EBPa down-regulation could therefore be a
way to derepress the expression of COX-2 and maybe
other proinflaimmatory genes in microglial activation.

In conclusion, we provide evidence that the tran-
scription factor C/EBPa is expressed in vitro by micro-
glia and that LPS and other TLR agonists markedly
down-regulate microglial C/EBPa expression. Further
studies with other experimental models of glial actvation,
particularly in vivo models, will be important to establish
the role and significance of C/EBPa down-regulation in
microglial activation. If reduction of C/EBPa levels is
proved to be a necessary element for increased gene ex-
pression in glial activation, then restoring C/EBPa levels
could be a strategy to attenuate the neurotoxic effects of
glial activation.
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El factor de transcripcion CCAAT/enhancer binding protein 6 (C/EBPS) puede
regular la transcripciéon de genes que juegan un importante papel en la activacion glial.
Estudios anteriores muestran la expresion astroglial de C/EBPS, pero la expresion en
las células microgliales no ha sido estudiada, excepto en dos estudios de microarrays.
En este trabajo, mediante la utilizacion de cultivos primarios gliales murinos y cultivos
con la linea celular BV2, demostramos el claro incremento de esta proteina cuando se
estimulan estas células con LPS. El aumento inducido por el LPS es similar en
astrocitos y microglia, y se produce de una forma tiempo-dependiente, con un efecto
méaximo a las 3 horas a nivel del ARNm y a las 8 horas a nivel proteico, y
concentracion-dependiente, con un efecto maximo a 100 ng/ml. De forma similar al
LPS, agonistas de los receptores TLR 2, 3 y 9 producen un aumento similar de C/EBP9,
que se puede prevenir con un inhibidor de la extracellular signal-regulated kinase.
C/EBPS de la microglia activada se une in vitro al promotor de COX-2 y forma
complejos con C/EBPf y con la subunidad p65 de NF-«B. Estos resultados sugieren un
posible papel de C/EBPS en la regulacién de genes proinflamatorios en la activacién

microglial.
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Abstract

The transcription factor CCAAT/enhancer binding protein 6 (C/EBPS) can regulate
transcription of genes that play important roles in glial activation. Previous studies
have shown the astroglial expression of C/EBPS but the microglial expression of
C/EBPS remains virtually unexplored, with the exception of two microarray studies. In
this report, using murine primary cultures and BV2 cells we clearly demonstrate the
microglial expression of C/EBPS and its upregulation when these cells are activated
with lipopolysaccharide. In fact, lipopolysaccharide induces a similar C/EBP3
upregulation in astrocytes and microglia. This effect is time-dependent, with a
maximum effect at 3 hours at mRNA level and at 8 hours at protein level, and
concentration-dependent, with a maximum effect at 100 ng/mL. The
lipopolysaccharide-induced C/EBPS8 upregulation in microglia is mimicked by
agonists of the toll-like receptors 2, 3 and 9 and can be prevented by an inhibitor of the
extracellular signal-regulated kinase. C/EBPS from activated microglia binds in vitro
to the cyclooxygenase-2 promoter and forms complexes with C/EBPP and the p65
subunit of NF-kB. These results point to a possible role of C/EBPS in the regulation of

proinflammatory genes in microglial activation.

Keywords: Glial activation, transcription factors, astrocyte, toll-like receptors,

interferon-y, NF-xB

Running title: C/EBPS in microglia
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CCAAT/enhancer binding protein & (C/EBPJ) is a transcription factor of the b-zip
family. Unlike other C/EBP members such as C/EBPa,  or ¢, for which isoforms exist,
there is a single C/EBPS protein (Lekstrom-Himes et al, 1998b). C/EBPS regulates gene
expression by binding to C/EBP binding sites (RTTGCGYAAY, R=A/G, Y=C/T)
(Osada et al, 1996b) as homo- or heterodimers. C/EBPf is the most common C/EBP3
protein partner (Kinoshita et al, 1992; Lee et al, 1998c; Caivano et al, 2001b; Giri et al,
2002), but dimerization with C/EBPa (Cao et al, 1991b), nuclear factor-kB (NF-kB)-p65
(Ray et al, 1995), NF-xB-p50 (Ruocco et al, 1996) or PU.1 (Nagulapalli et al, 1995) has
also been observed. C/EBPS participates in the regulation of various physiological
processes including growth and differentiation of adipocytes (Lekstrom-Himes et al,
1998a) and epithelial cells (O'Rourke et al, 1999), tumour suppression (Agrawal et al,
2007a), learning and memory (Sterneck et al, 1998b) and inflammation (Poli, 1998c).

One of the hallmarks of inflammation in the CNS is glial activation, i.e. the activation
of astrocytes and microglia. Glial activation can be triggered by various stimuli such as
signals from damaged cells, cell debris, inflammatory cytokines, abnormal deposits or
pathogen-associated molecular patterns resulting in different programmes of glial
activation (Town et al, 2005). The activation response triggered by pathogen-associated
molecular patterns in glial cells is mediated by toll-like receptors (TLR) which are
present in microglia and to a lesser extent in astrocytes (Bsibsi et al, 2002; Olson et al,
2004; Jack et al, 2005; Farina et al, 2007a; Carpentier et al, 2008b). In glial cells TLR
agonists such as the TLR4 agonist lipopolysaccharide (LPS) induce an innate immune
response characterized by the expression of numerous proinflammatory mediators
(Carpentier et al, 2008a). TLRs signal via a common pathway in which mitogen-

activated protein (MAP) kinases and NF-«B play a critical role (Kawai et al, 2007).

C/EBPS expression has been often observed in astroglial cultures and such expression
is upregulated by proinflammatory stimuli (Cardinaux et al, 2000c; Lee et al, 1998b;
Giri et al, 2004a; Won et al, 2003b; Li et al, 2004b). In contrast, microglial C/EBP&
expression has only been reported in microarray studies (Paglinawan et al, 2003c; Lund
et al, 2006c) and to our knowledge has not been studied in detail. Since C/EBP&
regulates the expression of many genes that are upregulated in activated microglia we

hypothesized that C/EBPS may play an important role in microglial activation. To test
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this hypothesis we have conducted a study to characterize the expression of C/EBPS in

cultured microglia in control and in activated conditions.

MATERIALS AND METHODS

Glial cultures

Experiments were carried out in accordance with the Guidelines of the European
Union Council (86/609/EU), following the Spanish regulations (BOE 67/8509-12, 1988)
for the use of laboratory animals and approved by the Ethics and Scientific Committees
from the Hospital Clinic de Barcelona. Three types of primary glial cultures were
prepared: mixed glial cultures, microglial cultures and astroglial cultures. These
cultures were all prepared from 1- or 2-day-old neonatal C57BL/6 mice (Charles River,
Lyon, France). The culture medium used for all cultures consisted of Dulbecco’s
modified Eagle medium-F-12 nutrient mixture (#31330-038, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), fetal bovine serum 10% (#10270-106, Invitrogen), penicillin 100 U/mL,
streptomycin 100 ng/mL (#15140-114, Invitrogen) and amphotericin B 0.5 ng/mL
(#15290-018, Invitrogen).

For preparation of mixed glial cultures, the cerebral cortices were dissected, carefully
stripped of their meninges and digested with 0.25% trypsin (#25200-072, Invitrogen)
for 25 min at 37°C. Trypsinization was stopped by adding an equal volume of culture
medium containing 0.02% deoxyribonuclease I (#D-5025, Sigma, St.Louis, MO, USA).
The solution was pelleted (5 min, 200 g), resuspended in culture medium and brought
to a single cell suspension by repeated pipetting followed by passage through a 105 um
pore mesh. Cells were seeded at a density of 250.000 cells/mL (=62.500 cells/cm?2) and
cultured at 37°C in humidified 5% CO,-95% air. Medium was replaced every 5-7 days.
Cultures reached confluency after 7-10 days in vitro and were used between 12 and 15
days in vitro. At this point they typically consisted of 75% type-I astrocytes and 25%
microglia.

Mouse microglial cultures were prepared by mild trypsinization as described (Saura et
al, 2003c). Briefly, confluent mixed glial cultures were treated for 30 min with a low
trypsin concentration (0.06%) in the presence of 0.25 mM EDTA and 0.5 mM Ca?*. This
treatment results in the detachment of an intact layer of cells containing virtually all

the astrocytes and leaves a population of firmly attached cells identified as >98%
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microglia. Twenty-four hours after isolation by this procedure microglial cultures were
used.

Mouse astroglial cultures were prepared by seeding cortical cells prepared as for
mixed glial cultures on plates coated with laminin (20 pg/mL, #23017-015, Invitrogen).
Laminin-coating favours astroglial growth and inhibits microglial growth (Milner et al,
2002). When confluent, cultures were treated with 10 uM cytosine arabinoside for 4
days. Cultures were used one day after the end of cytosine arabinoside treatment. The
vast majority of cells were type-I astrocytes and microglia were less than 2%.

The mouse microglial cell line BV2, which was generated from primary mouse
microglia transfected with a v-raf/v-myc oncogene (Blasi et al, 1990a) was maintained
at 37°C in RPMI medium (#21875-034, Invitrogen) with 10% heat-inactivated fetal

bovine serum and antibiotics under a humidified atmosphere of 5% CO,/95% air.

Cell treatments

For all experiments with primary culture, medium was changed 24 hours prior to
treatments.

For experiments with BV2, cells were seeded at a density of 100000 cells/mL 42 hours
before treatment. Drugs were added to cultured cells as x25 stocks. MAP kinase

inhibitors were added 1 hour prior to LPS treatment.

Isolation of nuclear proteins

For Western blots 3, 5, 6 and 3 wells (950-mm?2) of mixed glial, astroglial, microglial
cultures and BV2 cultures, respectively, were used per condition. For streptavidin-
agarose pulldown assay and co-immunoprecipitation experiments a T75 flask from
BV2 cultures was used per condition. Cells were scrapped in cold PBS, centrifuged for
4 min at 7000 g and the resulting pellet was resuspended in 400 pL of buffer A: 10 mM
HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride,
1 mM dithiothreitol and 0.1 mM EGTA and cells were swollen on ice for 15 min. After
addition of 25 pL of 10% Nonidet-40 (buffer B), cells were vigorously vortexed for 10 s.
After 10 min incubation on ice, the broken cells were successively spun for 10 min at
3000 g and for 5 min at 14000 g. The pellet was resuspended for Western Blot in 50 uL
of RIPA buffer (20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
phenylmethylsulphonyl fluoride and 1 mM dithiothreitol) and sonicated for 10 secs.

Protein comcentration was determined by the Lowry assay. For streptavidin-agarose

193



Resultados C/EBPs en la activacion glial

pulldown assay and co-immunoprecipitation pellet was resuspended in 130 pL of
buffer B2 consisting of PBS with ImM EDTA and 1mM DTT , and sonicated 3 x secs.
Once sonicated, samples were centrifugated for 5 min at 10000 g and supernatant
containing nuclear proteins was collected and protein amount was determined by the
Lowry assay. Solutions A, B, B2 and PBS were supplemented with the protease
inhibitor cocktail Complete® (#1836145, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Western blot

20-40 pg of protein of denatured (5 min, 100°C) nuclear extracts were subjected to SDS-
PAGE on a 15% polyacrilamide gel and transferred to a PVDF membrane
(#IPVHO00010, Millipore, Bedford, MA, USA). The membranes were processed as
follows: 1) 5 min in Tris-buffered saline (TBS, 20 mM Tris, 0.15M NaCl, pH=7.5); 2) 10 s
in methanol; 3) air dry; 4) overnight incubation at 4°C on primary antibody (rabbit anti-
C/EBPS (#C-22, Santa Cruz, Temecula, CA, USA) 1:500; goat anti-lamin B (#sc-6217,
Santa Cruz) 1:5000; rabbit anti p65 (#sc-372, Santa Cruz) 1:500; ; rabbit anti C/EBPf
(#sc-150, Santa Cruz) 1:500), diluted in immunoblot buffer (TBS containing 0.05%
Tween-20 and 5% nonfat dry milk); 5) 2x 15 s in TBS 0.05% Tween-20; 6) 1 hour in
HRP-labelled anti-rabbit (#NA934, Amersham, Buckinghamshire, UK) or anti-goat
(#A9432, Sigma) antibodies diluted 1:2000 in immunoblot buffer; 7) 2x 30min washes
in TBS-0.05% Tween-20; 8) 5 min in ECL-Plus (#RPN2132, Amersham). Membranes
were exposed to the camera of a VersaDoc system (BioRad) and chemiluminiscence

was quantified using Quantity One 5.4.1 software (BioRad).

Immunocytochemistry

Cultured cells were fixed with 4 % paraformaldehyde for 30 min at room temperature.
When immunocytochemistry was revealed with diaminobenzidine the protocol was: 7
min in 0.3% H>O» in methanol, 2 x 15 min in PBS, overnight in primary rabbit anti
C/EBPd antibody (1:1000), 2 x 15 min in PBS, 1 h in biotinylated secondary anti-rabbit
antibody (1:1000, Pierce, Rockford, IL, USA), 2 x 15 min in PBS, 1 h in ExtrAvidin-HRP
(1:500; #E-2886, Sigma), 5-10 min in diaminobenzidine (1 mg/mL), 0.15% H>O- in PBS.
All steps were performed at room temperature except primary antibody incubation
(4°C). All antibodies were diluted in PBS containing 7% normal goat serum. For double
immunofluorescence cells were fixed with paraformaldehyde as above. Rabbit anti-

C/EBPS (1:300) was coincubated as primary antibody with mouse anti-GFAP (1:500,
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#G-3893, Sigma) or rat anti-CD11b (1:400, clone 5C6, Serotec, Oxford, UK) overnight at
4°C. For double labeling, the secondary antibody Alexa 546-labelled goat anti-rabbit
(1:1000; #11010, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) was coincubated with Alexa 488-
labelled goat anti-mouse (1:1000; #A11017, Molecular Probes) or biotin-labelled goat
anti-rat (1:300; #BA-9400, Vector) followed by Alexa 488-labelled Streptavidin (1:500,
#511223, Molecular Probes). Incubations with secondary antibodies were performed
for 1h at room temperature in a dark chamber. All samples were photographed on a
Nikon fluorescence microscope Eclipse E1000 equipped with a digital camera Color

View 12 and powered by a HBO 100 lamp.

Quantitative Real-Time PCR

Total RNA was isolated with Absolutely RNA Miniprep kit (#400800, Stratagene, La
Jolla, CA, USA) and reverse transcribed with random primers using Sensiscript-RT
(#205211, Qiagen, Hilden, Germany). The primers used to amplify mouse C/EBPS
mRNA were 5'-CTCCACGACTCCTGCCATGT-3' (forward) and 5-
GAAGAGGTCGGCGAAGAGTTC-3' (reverse). For normalization of Ct values to an
endogenous control the following mouse actin mRNA primers were used: 5'-
CAACGAGCGGTTCCGATG-3" (forward) and 5-GCCACAGGATTCCATACCCA-3’
(reverse). Real-time PCR was carried out with IQ SYBRGREEN SuperMix (#170-8882,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and iCycler 1Q equipment (Bio-Rad
Laboratories). Primer efficiency was estimated from standard curves generated by
dilution of a cDNA pool. Samples were run for 40 cycles (30 secs 95°C, 1 min 60°C, 30
secs 72 °C). Two samples per condition were analyzed in triplicate in each experiment

and 4 independent experiments were performed.

Streptavidin-agarose pulldown assay

C/EBP6 binding to a C/EBP-specific probe in the COX-2 promoter was determined by
a streptavidin-agarose pulldown assay (Wu, 2006a). A 19-bp 5'- biotinylated double-
strand COX-2 promoter probe was used in the binding experiment (5'-
GGTTCTTGCGCAACTCACT-3'"), and a mutated form was used as a specificity control
(6'- GGTTCTTGCGCAACTCACT-3'"). Nuclear extracts (400 pg protein) were incubated
in a 500 pL mixture of buffer B2 (PBS with ImM EDTA and 1mM DTT supplemented
with the protease inhibitor cocktail Complete® (#1836145, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany)) containing 4 ug of a 5'-biotinylated probe and 4% streptavidin-
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conjugated agarose beads (Sigma, S1638) at room temperature for 2 hours in a rotating
shaker. A control was created to ensure that C/EBP6 did not bind to agarose beads by
incubating 400 ug nuclear extracts in a 500 pL mixture without the 5’-biotinylated
probe. Beads were pelleted by centrifugation, and washed 3 times. Proteins were
recovered by adding 40 pL of loading buffer, heating at 95 °C for 5 min and
centrifugating at 7000 g for 30 seconds. Proteins were analyzed by Western Blot.

Immunoprecipitation

300 pg of nuclear proteins, extracted as described above, were precleared by incubating
for 30 min at 4°C in 500 pl of IP buffer (Tris 20 mM pH=7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1
mM, EGTA 1 mM, Triton-100 1%) containing 10% normal rabbit serum and 1% protein
A-agarose beads (Sigma, P3476). After a 5 min centrifugation at 800 g the supernatant
was collected and incubated for 2 hr at 4°C with 0.5 ng of rabbit anti-C/EBP3 antibody.
20ul of 25% protein A-agarose beads were added and incubated overnight at 4°C in
constant agitation. Beads were washed three times with IP buffer, resuspended in x4
sample buffer and boiled. Immunoprecipitated proteins were analyzed by SDS-PAGE

followed by Western blot as described above.

Statistics
Statistical analysis of Western blot densitometric measurements and quantitative real-
time PCR Ct estimates were performed using one-way ANOVA followed by Dunnett’s

post-hoc test. Differences were considered significant if p<0.05.

RESULTS

LPS increases C/EBPS in astrocytes and microglia from primary mixed glial cultures

We were first interested to study whether LPS affects C/EBPS levels in primary mouse
cortical mixed glial cultures, composed mainly by astrocytes and microglia. LPS (100
ng/mL, 24 hours) markedly increased C/EBPS levels in the nuclear fraction, identified
as a single band of 32 kDa by Western blot (Fig 1a). This finding was confirmed by
immunocytochemistry. C/EBPS immunoreactivity was observed in the nuclei of most
cells from primary mouse cortical mixed glial cultures and the intensity of the nuclear
C/EBPd immunostaining was increased by LPS (100 ng/mL, 24 hours) (Fig 1B-E). By

double immunofluorescence LPS-induced increase in C/EBPS immunoreactivity was
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observed both in astrocytes and microglia identified by glial fibrillary acidic protein

(GFAP) and CD11b immunostaining, respectively (Fig 1B-E).

LPS-induced increase in C/EBPS in astrocytes and microglia is a direct effect on
these two cell types

LPS-induced effects in astrocytes from mixed glial cultures are sometimes mediated by
factors produced by LPS activated microglia and the opposite situation is also possible.
In order to determine whether the LPS-induced increases in nuclear C/EBPS on
astrocytes and microglia from mixed glial cultures were direct effects on these two cell
types we analyzed LPS-induced changes in C/EBPS in astroglial-enriched and
microglial cultures. As shown in figure 2, LPS increased C/EBPS in astrocytes from
astroglial cultures and in microglia from microglial cultures indicating that the LPS-

induced increase in C/EBP3 is a direct effect in both cell types.

LPS-induced increase in C/EBPS in microglia: time-course and concentration-
response.

The up-regulation of C/EBPS in activated astrocytes is a well-documented observation
(see Introduction). In contrast, a similar effect has only been reported in microglia in
microarray studies (Paglinawan et al, 2003b; Lund et al, 2006b). We were therefore
interested to further explore the C/EBPS upregulation in activated microglia using LPS
as the activating stimulus and the murine microglial cell line BV2. The experiments
shown in figure 3 revealed that LPS increases C/EBPS expression in BV2 cells in a
time-dependent manner. The maximum increase in mRNA was observed 3 hours after
LPS (Fig 3a) and in nuclear protein 8 hours after LPS (Fig 3B). The LPS-induced
increase in C/EBPS nuclear protein levels was also concentration-dependent and the

maximum effect was obtained with 100ng/mL LPS (Fig 3C,D).

TLR agonists increase microglial C/EBP3 expression

We were next interested to determine whether the upregulation of C/EBPS induced by
the TLR4 agonist LPS was a common pathway in microglial activation induced by TLR
agonists. To this end we studied the effects on C/EBPS levels caused by various TLR
agonists and also by interferon-y (IFNy), a proinflammatory cytokine that activates
microglia independently of TLR engagement. As shown in figure 4, C/EBPS levels
were upregulated by all the TLR agonists tested: poly (I:C) (TLR3 agonist, 100 pg/mL),
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CpG1668 (TLRY agonist, 1 uM) and peptidoglycan (TLR2 agonist, 10 png/mL). In
contrast, IFNy (2 ng/mL) did not significantly increase nuclear C/EBPS nuclear levels
when applying the same ANOVA analysis. However, when IFNy values were
compared with control values with a paired Student t-test, IFNy-induced C/EBP3

protein levels were significantly higher (p=0.018).

Signal transduction of LPS-induced C/EBPS upregulation in microglia

To determine whether MAP kinases were involved in the LPS-induced upregulation of
C/EBPS in microglial cells the selective inhibitors U0126 (extracellular signal-regulated
kinase (ERK) inhibitor, 10 pM), SP600125 (c-Jun N-terminal kinase (JNK) inhibitor, 25
uM) and SB203580 (p38 inhibitor, 20 uM) were used (Fig 5). U0126 markedly reduced
the LPS-induced increase in nuclear C/EBPS levels (-85%, p< 0.01) whereas SP600125
and SB203580 had no significant effect. Significant reductions were also observed by
coadministration of U0126 + SB203580, SP600125 + SB203580 and with the
simultaneous use of the three inhibitors but these conditions were toxic to BV2 cells

(not shown).

C/EBPS in activated microglia binds to the COX-2 promoter

We were next interested to study whether C/EBPS protein in activated microglia has
DNA binding activity. To demonstrate this, nuclear proteins from control and LPS-
treated BV2 microglial cells were incubated with biotinylated oligonucleotides
containing the C/EBP sequence of the murine cyclooxygenase-2 (COX-2) promoter.
Bound proteins were pulled down with streptavidin-agarose beads and identified by
SDS-PAGE. As shown in figure 6A, C/EBPS binding to the COX-2 promoter was
observed in nuclear proteins from LPS-treated but not from control microglia. The
specificity of this protein-DNA binding was demonstrated by the absence of C/EBP3

binding to a mutated oligonucleotide.

Dimerization of C/EBPS in activated microglia

C/EBPS regulates transcription by binding to DNA as homo- or heterodimers. We
were therefore interested to identify protein partners of C/EBPS in nuclear extracts of
activated microglia. Immunoprecipitation experiments showed that in microglia

treated with LPS (100 ng/ml) or LPS (100 ng/ml) + IFNy (0.5 ng/ml) for 4 hours,
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C/EBPd was forming complexes with the C/EBPp isoforms LAP and LIP as well as
with the p65 subunit of NF-«B (Fig 6B)

DISCUSSION

In this study we have confirmed previous reports showing the astroglial expression of
C/EBPS and its upregulation upon astroglial activation by proinflammatory stimuli
(Cardinaux et al, 2000b; Lee et al, 1998a; Giri et al, 2004b; Lee et al, 1998d; Li et al,
2004a). In addition, we have observed that not only astrocytes but also microglia
express C/EBPS and that C/EBPO expression is markedly increased in microglial
activation. This is the most relevant finding from this study. Two microarray studies
have reported upregulation of C/EBP6 mRNA in cultured microglia induced by IFNy
+ tumour necrosis factor-a (Paglinawan et al, 2003a) and LPS (Lund et al, 2006a) but
this effect was not confirmed in these studies by additional experiments. The present
study clearly demonstrates that C/EBPS is expressed by microglial cells in vitro and
that LPS upregulates C/EBPS mRNA and protein in a time- and concentration-
dependent manner. The expression of C/EBPS in microglia is interesting because
C/EBP sites are found in many proinflammatory genes that are upregulated in
activated microglia and are therefore potentially regulated by C/EBPS (Poli, 1998a; Li
et al, 2004d). A direct regulation by C/EBP3S has been demonstrated for the expression
of COX-2 in macrophages (Wadleigh et al, 2000), NO synthase-2 (NOS-2) in C6 cells
and primary astroglial cultures (Won et al, 2003a), interleukin (IL)-1p in macrophages
(Godambe et al, 1994) or IL-6 in osteoblasts (Ruddy et al, 2004). Interestingly, these are
some of the genes most often suggested to participate in deleterious effects of
microglial activation (Chao et al, 1996; Minghetti et al, 1998; Block et al, 2007b). This
raises the possibility that microglial C/EBPS could play an orchestrating role in
microglial-induced neurotoxic effects as proposed for astroglial C/EBPS (Li et al,

2004e) or microglial C/EBPp (Ejarque-Ortiz et al, 2007b).

In this study we also show that not only the TLR4 agonist LPS induces a strong
increase of C/EBPS expression in microglia, but also agonists of TLR2, 3 and 9. C/EBP3
induction in non-microglial cells has been reported with TLR4 agonists (Caivano et al,
2001a; Callejas et al, 2000; Hou et al, 2007) and TLR2 agonists (Pennini et al, 2007;
Huang et al, 2007b) but not with TLR3 or TLR9 agonists. In contrast to TLR agonists
the pleiotropic cytokine IFNYy, also a strong microglial activator (Mount et al, 2007),
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caused a much more modest increase in microglial C/EBPS levels in our study.
Previous reports have observed that IFNy can induce C/EBPS upregulation (Tengku-
Muhammad et al, 2000a; Granger et al, 2000b; Qing et al, 2004) but, in agreement with
our data, LPS is a stronger inducer of C/EBPS upregulation than IFNy when these two
stimuli have been directly compared (Cardinaux et al, 2000a; Uto et al, 2007). TLR
agonists and IFNy are two of the strongest macrophage/microglia activating stimuli.
Classical macrophage activation is generally achieved by the combination of TLR
agonists and host-derived factors such as IFNy (Schroder et al, 2006). Both stimuli use
different signalling pathways and activate different sets of transcription factors which
underlies their synergistic effects. MAP kinases and NF-xB activation are critical in the
signalling pathways of TLR agonists whereas the biological effects of IFNy are
primarily mediated via the JAK/STAT pathway (Schroder et al, 2006). The strong
induction of C/EBPS microglial levels by TLR agonists prompted us to focus on the
signalling pathways involved. Experiments with MAP kinases inhibitors revealed that
LPS-induced C/EBPS upregulation was mediated by ERK and not by JNK or p38-MAP
kinase. These findings point to c-Rel as a candidate to mediate the downstream effects
of ERK on C/EBPS since c-Rel is an ERK target (Koike et al, 2003) and mediates LPS-

induced C/EBP$ transcription in macrophages (Liu et al, 2007).

The astroglial and microglial LPS-induced C/EBPS upregulation shown here are
concomitant with the downregulation of C/EBPa in microglia (Ejarque-Ortiz et al,
2007d) and the upregulation of C/EBPp in astrocytes and microglia (Ejarque-Ortiz et
al, 2007c). This pattern of C/EBPa downregulation and C/EBPP and & upregulation
has been observed in a variety of cells and tissues upon treatment with
proinflammatory stimuli (Alam et al, 1992b; Tengku-Muhammad et al, 2000b; Granger
et al, 2000a). Also, in the acute-phase response the amount of C/EBPa-containing
complexes bound to acute-phase gene promoters decreases whereas C/EBPB- and
C/EBP8-containing complexes increase (Chen et al, 1993b; Juan et al, 1993; Alam et al,
1993; Ray et al, 1994a). This switch from C/EBPa to C/EBPB/§ is probably important
for the increased transcription of genes such as NOS-2, COX-2, IL-1f or IL-6 in
inflammation. Although C/EBPa has stronger transactivating activity than C/EBPp or
d in some genes (Reddy et al, 2003), in most cases C/EBPd is the most potent
transactivator form (Chen et al, 1993a; Ray et al, 1994b; Huang et al, 1994; Kitami et al,
1999; Hu et al, 1998). The highest transactivating potential of C/EBPS is not related to a
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differential affinity for C/EBP-binding sites since the binding affinities of C/EBPa, {3
and o for C/EBP sites are similar (Osada et al, 1996a) in line/accordance with the high
degree of homology in the DNA binding domains of C/EBPa, p and §. Instead, the
highest transactivating potential of C/EBP& when compared to C/EBPa or C/EBPf
could be related to the fact that C/EBP6 mRNA codes for a single, activating protein,
whereas both C/EBPa and C/EBP mRNAs code for both activating and inhibitory
proteins. Thus, p30-C/EBPa and LIP are inhibitory isoforms of C/EBPa and C/EBPf
respectively. A highest transactivating potential of C/EBPS could also be caused by a
stronger effect in the recruitment of coactivators and/or by a stronger capacity to

synergize with other transcription factors such as NF-xB.

A question that remains unanswered in this study is to what extent microglial C/EBP6
expression occurs also in vivo. Increased C/EBPS expression in brain has been
observed in situations in which glial activation occurs such as systemic injection of LPS
(Saito et al, 1999a; Alam et al, 1992a) or traumatic brain injury (von Gertten et al, 2005)
but this increase has not been resolved at a cellular level. In an animal mouse model of
Amyotrophic Lateral Sclerosis we have observed C/EBPS immunoreactivity in
microglia which could not be observed in wild type mice, but such signal was
cytoplasmatic (Tarabal, Esquerda et al, unpublished observations). It is interesting to
note that cytoplasmatic C/EBP6 immunoreactivity has been observed in astrocytes in
Alzheimer brain (Li et al, 2004f) and in discrete neuronal populations in

spinocerebellar ataxia type 3 (Evert et al, 2006).

In summary, this study shows for the first time the characterization of C/EBPS
expression in microglial activation. Given the central role in microglial activation of
some of the potential targets for C/EBP9, this transcription factor appears as a new

candidate to orchestrate gene regulation in this process.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. C/EBPS upregulation in mixed glial cultures. A) Primary mixed glial cultures
were treated with 100 ng/mL LPS for 24 hours. Nuclear extracts were prepared and
analyzed by Western blot using anti-C/EBP3S antibody and anti-p36 as loading control.
B-E) Primary mixed glial cultures were treated with vehicle (B, D) or 100 ng/mL LPS
for 24 hours (C, E) and processed for double immunofluorescence with anti-C/EBP3
antibody (red in B-E) combined with the astroglial marker anti-GFAP (green in B, C) or
the microglial marker anti-Cd11b (green in D, E). Images are representative of 3

independent experiments. Bar, 50 pm.

Figure 2. C/EBPS upregulation in astroglial- and microglial cultures. A) Primary
astroglial and microglial cultures were treated with 100 ng/mL LPS for 24 hours.
Nuclear extracts were prepared and analyzed by Western blot using anti-C/EBP3
antibody and anti-p36 as loading control. B-E) Astroglial (B, C) or microglial (D, E)
primary cultures were treated with vehicle (B, D) or 100 ng/mL LPS for 24 hours (C, E)
and processed for immunocytochemistry with anti-C/EBP3 antibody. Images are

representative of 3 independent experiments. Bar, 20 um.

Figure 3. C/EBPS upregulation in microglia is time- and concentration-dependent. A,
B) BV2 microglial cells were treated with 100 ng/mL LPS for various times and
C/EBP8 mRNA and nuclear protein levels were analyzed by real-time PCR (A) and
Western blot (B) respectively. C, D) BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of LPS for 8 hours and nuclear C/EBPS protein levels were analyzed by
Western blot. A, B and C show mean + SEM of 3 independent experiments. ** p<0.01 vs
control (ANOVA). D is an image of a representative concentration-response

experiment.

Figure 4. BV2 upregulation of C/EBPS is induced by TLR agonists. BV2 microglial cells
were treated for 8 hours with the TLR agonists poly(I:C) (I:C, 100 pg/mL), CpG1668
(CpG, 1uM), peptidoglycan (PGN, 10 pg/mL) and LPS (100 ng/mL) and the
proinflammatory cytokine IFNy (2 ng/mL). Nuclear extracts were prepared and
analyzed by Western blot with an anti-C/EBPS antibody. A shows the mean + SEM of
3 independent experiments and B is a representative Western blot image. * p<0.05, **

p<0.01 vs control (ANOVA).
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Figure 5. ERK inhibition prevents LPS-induced C/EBPS upregulation in microglia. BV2
microglial cells were treated for 8 hours with LPS (100 ng/mL) alone or in combination
with the MAPK inhibitors U0126 (UO, 10 uM), SP600125 (SP, 25 uM) and SB203580 (SB,
20 pM), which were added 1 hour prior to LPS treatment. Nuclear extracts were
prepared and analyzed by Western blot with an anti-C/EBP$ antibody. A shows the
mean + SEM of 3 independent experiments and B is a representative Western blot

image. ** p<0.01 vs LPS alone (ANOVA).

Figure 6. DNA binding and dimerization of C/EBPS in activated microglia. A) Nuclear
extracts were prepared from BV2 cells treated with vehicle or LPS (100 ng/ml 8 h).
Binding of C/EBPd to DNA oligonucleotides containing a C/EBP site from the COX-2
promoter or a mutated site (mut) was performed by SAPA followed by Western blot as
described in Methods. After the assay, proteins bound to DNA are found in the pellet
and proteins not bound to DNA are found in the supernatant. Lamin B in the
supernatant fraction is used as a loading control. The image shown is representative of
3 independent experiments. B) Nuclear extracts from BV2 cells treated with vehicle,
LPS (100 ng/ml, 4h) or L+I (LPS 100 ng/ml + IFNy 0.5 ng/ml, 4h) were
immunoprecipitated (IP) with an anti-C/EBPS antibody. The presence in the C/EBP3
complexes of the C/EBPJ isoforms LAP and LIP and the NF-xB protein p65 was
revealed by Western blot. Both images are representative of 3 independent

experiments.
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44 CUARTO TRABAJO

CCAAT/enhancer binding protein beta regula la
expresion de genes proinflamatorios durante la activacion

glial

Ejarque-Ortiz A.y Straccia M., Serratosa J., Saura J.
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El factor de transcripcion CCAAT/enhancer binding protein 3 (C/EBPp) regula
la expresion de genes clave en diverso procesos inflamatorio. Durante la activacién
glial su expresion se ve incrementada en astrocitos y, especialmente, en microglia. En
este trabajo, hemos estudiado el papel que C/EBPP juega en la transcripcion de
diferentes mediadores proinflamatorios en una linea murina de microglia llamada BV2
y en cultivos primarios. Nuestros resultados muestran cémo el nimero de células en
los cultivos de las células que sobreexpresan LIP, una isoforma de C/EBPpP que actta
como un dominante negativo, es menor, aunque no es debido que existan diferencias
en las fases del ciclo celular ni a una diferencia en la muerte por apoptosis. Los niveles
del ARN mensajero IL-6, TNF-a, COX-2 y NOS-II se ven reducidos durante la
activacion glial en las células que sobreexpresan LIP. El estudio con cultivos primarios
nos muestra como el aumento del ARN mensajero de IL-6, COX-2 y NOS-II cuando las
células se activan con LPS (100 ng/ml) se ve atenuada en los cultivos de ratones
deficientes en C/EBPp. La produccién de NO, cuando las células se tratan con LPS e
IFNy, es menor en los cultivos primarios de los ratones deficientes en C/EBPp respecto
a los ratones silvestres. Nuestros resultados muestran la implicacion de C/EBPf en la
regulacion de la transcripcion de diferentes mediadiores proinflamatorios que son
potencialmente neurotéxicos, sugiriendo el posible papel que podria jugar en diversas

enfermedades neurodegenerativas.
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CCAAT/enhancer binding protein beta regula la expresion de genes proinflamatorios
durante la activacion glial

INTRODUCCION

CCAAT/enhancer binding protein p (C/EBPp) es un factor de transcripciéon
que, junto con otros cinco miembros (a, -9, -y, -¢, -C) forma la subfamilia C/EBP, dentro
de la familia b-zip. C/EBPp presenta una elevada homologia con el resto de C/EBPs en
su extremo C-terminal, donde se encuentra el dominio b-zip, formado por la regiéon de
unién al ADN y una region de dimerizacién. C/EBPPB puede formar homo- y
heterodimeros con miembros de su familia y también de otras como NF-kB (Stein et al,
1993) o PU. 1 (Oelgeschlager et al, 1996). El ARNm de C/EBPPB da lugar a tres
isoformas (Full, LAP y LIP) a partir de tres codones de inicio diferentes mediante un
mecanismo de iniciacién alternativa (Descombes et al, 1991). Mientras que Full y LAP
son isoformas activadoras, LIP actia como un dominante negativo debido a que, a
diferencia de Full y LAP, no posee dominio transactivador. Las funciones de C/EBPf
incluyen varios procesos celulares como la proliferacién y diferenciacién celular y la
inflamacién (revisado por Ramiji et al, 2002).

La activaciéon glial es un proceso que puede desencadenarse bien por la
disrupcion de las sefiales inhibidoras que las células gliales reciben en condiciones
fisiolégicas, como la fractalkina (CXC3L1) o CD200 (Hanisch et al, 2007), o bien por la
aparicion de estimulos activadores, tales como restos celulares, citoquinas
proinflamatorias, precipitados proteicos anormales o patdgenos. Este proceso se
caracteriza por el cambio morfolégico y la proliferacion de los astrocitos y la microglia,
asi como la produccién de una gran variedad de mediadores pro- y antiinflamatorios.
Entre los mediadores proinflamatorios producidos se encuentran varias citoquinas,
como IL-1p, IL-6, TNF-a o las enzimas NOS-II y COX-2 (Hanisch, 2002).

Se ha postulado que la presencia continuada de niveles elevados de moléculas
como el TNF-a, NO o los ROS, debido a la existencia de una activacion glial crénica
y/o exacerbada, podrian dafar finalmente a las células circundantes. De esta forma, la
activacion glial podria jugar un papel clave en enfermedades como la isquemia
cerebral (Hailer, 2007), el dolor neuropético (Moalem et al, 2006) o enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer o la esclerosis lateral amiotréfica (Heneka et al,

2007; Boillee et al, 2006).
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C/EBPp esta implicado en la regulacion de la expresion de diversos mediadores
proinflamatorios como COX-2 (Wu et al, 2005), IL-6 (Akira et al, 1990), IL-1p, o TNF-a
(Pope et al, 2000) en varios tipos celulares como hepatocitos o macréfagos. En el SNC,
un estudio mostré que el ARNm de C/EBPp era uno de los mds incrementados en
pacientes con enfermedad de Alzheimer respecto a los individuos sanos (Colangelo et
al, 2002). Ademas, recientemente nosotros demostramos cémo los niveles de C/EBPf3
aumentan en los astrocitos y, de forma mas acusada, en la microglia (Ejarque-Ortiz et
al, 2007a) durante la activacion glial.

Teniendo en cuenta el papel que C/EBPp juega en la regulacion de diversos
mediadores proinflamatorios potencialmente neurotéxicos y el claro incremento que
sufre este factor de transcripcién durante la activacién glial, el objetivo que nos
propusimos con este trabajo fue el de estudiar el papel que C/EBPf juega en la
activacion glial y, mds concretamente, en la producciéon de mediadores potencialmente

neurotéxicos por parte de las células gliales.

MATERIALES Y METODOS
Para ver el procedimiento en cada uno de ellos, ver el apartado de “Materiales y
Métodos” de la memoria (apartado 3). Los métodos empleados en este trabajo fueron:
- Cultivos primarios de glia mixta, enriquecidos de astrocitos y enriquecidos de
microglia.
- Transfecciéon de siRNAs:
Las secuencias de los siRNAs estan en la tabla 1.4. Para el experimento de los
siRNAs metilados, se pidieron a Dharmacon los siRNAs “MAS” y D1 metilados
en todos los restos de guanosina de la cadena sense.
- Construccién de plasmido pTER con insertos para la sintesis de shRNAs.
- Transfecciéon de plasmidos.
- Seleccion de células transfectadas.
- Extraccion de proteinas nucleares para Western Blot.
- Western Blot.
- Recuento de células.
- Citometria de flujo.
- Extraccion de ARN.
- PCRreversa.

- PCR en tiempo real.
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- ELISA.

- Determinacién de nitritos en el medio de cultivo.

RESULTADOS
Inhibicion mediante ARN de interferencia en cultivos primarios gliales

Como primer paso para la inhibicion mediante ARN de interferencia, se
optimizaron las condiciones de transfeccién con un ARN de interferencia de cadena
corta (siRNA) que inhibe p21€IP! (Zou et al, 2002). La inhibicién de p21€P! se comprobd
48 horas tras la transfeccién mediante Western Blot, y sus niveles se compararon con
los niveles de expresion de los cultivos transfectados con un siRNA no silenciador para
evitar posibles variaciones debidas a la entrada del ARN en la célula. Tanto en cultivos
gliales mixtos (figura 1A) como en cultivos enriquecidos en astrocitos o microglia
(datos no mostrados) se obtuvo una marcada reduccion en los niveles de p21¢1 a los 2,
4 6 6 dias tras la tansfeccion.

Una vez comprobada la eficacia de la técnica de ARN de interferencia en
nuestro modelo in vitro, se transfectaron 7 siRNAs comerciales para inhibir C/EBPp.
Mediante Western Blot y cuantificacién densitométrica, se comprobé que los niveles de
C/EBPp no disminuian en ningtn caso de forma significativa (figura 1B).

Dado el hecho de que C/EBPP se encuentra implicado en la respuesta
inflamatoria, nos planteamos que la presencia del ARN de doble cadena pudiera
activar alguna via proinflamatoria y con ello la expresién de C/EBPP. Una estrategia
para reducir es posible respuesta inflamatoria, fue disminuir la concentracién del
siRNA. Observamos que a 10 nM los siRNA dirigidos contra p21 seguian induciendo
una fuerte reduccion en los niveles de esta proteina (figura 1C), pero, sin embargo, en
el caso de C/EBPp no pudimos ver ninguna reduccion significativa (figura 1D).

Diferentes estudios han mostrado cémo la transfecciéon de siRNA metilados de
forma similar al ARN eucariota, puede prevenir la activacion de la respuesta
inflamatoria (Judge et al, 2006) (Gorina et al., en revisién), por lo que nosotros
decidimos utilizar también siRNAs con esta modificacion. Para este experimiento se
utilizaron dos siRNAs, el D1, que habia obtenido una mayor inhibicién en los
experimentos previos, y el “MAS”, que presenta una diana en el ARNm de C/EBPp de
ratén, que es equivalente a la del siRNA utilizado por Marshall (Marshall et al, 2003)
para inhibir C/EBPf en células humanas. Estos dos siRNAs se transfectaron a 10 nM,

tanto metilados como sin metilar, por separado y también combinados. Los niveles de
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expresion de C/EBPp se comprobaron mediante PCR en tiempo real 48 horas tras la
transfeccién. Sin embargo, a pesar de que los niveles de ARNm de C/EBPp en las
células transfectadas con el siRNA D1 eran menores que en las demds condiciones, no
se consiguié una inhibicion significativa con ninguna de las combinaciones utilizadas
(figura 1D). Ademads, como se puede observar en la figura, la metilacion parecia que,
lejos de inhibir, incrementaba la expresion de C/EBPp.

En paralelo a la transfecciéon de los diferentes oligonucleétidos de ARN de
interferencia, se insertaron diferentes secuencias en el plasmido pTER. Este plasmido
fue creado por van de Wetering (van de et al, 2003), y a partir de él se sintetiza el
llamado hRNA (“hairpin RNA”), que una vez procesado por el complejo DICER
genera siRNAs. Esta técnica permite una sintesis continua del ARN de interferencia en
la célula, por lo que puede inhibir aquellas proteinas con una vida media muy larga.
Para utilizar esta técnica, se transfectaron células de la linea celular de fibroblastos
murinos NIH3T3, y se comprobaron los niveles de C/EBPP mediante Western Blot 20
dias después de la seleccion de las células con el antibiético de seleccién zeocina (300
pg/ml). Sin embargo, mediante esta técnica tampoco se obtuvo una disminucién

significativa de los niveles de C/EBPp (datos no mostrados).

Generacion de células BV2 microgliales que sobreexpresan LIP, la isoforma
inhibidora de C/EBPp

Con el objetivo final de bloquear la actividad de C/EBPpP y como alternativa a
los estudios con ARN de interferencia, nos propusimos sobreexpresar LIP, la isoforma
inhibidora de C/EBPf, en la linea de células microgliales BV2. Para ello utilizamos el
plasmido cedido por el Dr. Smale (Howard Hughes Medical Institute, UCLA), a partir
del cual s6lo se expresa LIP.

Las células se transfectaron con el plasmido pCDNA-LIP, se seleccionaron con
el antibidtico de seleccién geneticina (300 pg/ml) y se aislaron hasta obtener unos
clones a partir de una célula. La sobreexpresion se comprobé mediante Western Blot de
las proteinas totales, comparando los niveles de LIP de los clones transfectados con
pCDNA-LIP (células BV2-LIP) con las células que habian sido transfectadas en paralelo
con el pldasmido pCDNA vacio (células BV2-pCDNA). Los dos clones con una mayor
expresion de LIP (3 veces mayor que BV2-pCDNA) fueron BV2-LIP3 y BV2-LIP6
(figura 2A).
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Lo primero que nos interesé una vez generados los clones que sobreexpresaban
la isoforma LIP, fue ver si se producia algin cambio compensatorio en las células
microgliales que sobreexpresaban LIP. Para ello, estudiamos el comportamiento de los
niveles nucleares de otros factores de transcripcion durante la activacién de las células
microgliales con LPS. Los factores de transcripcion estudiados fueron las formas
activadoras de C/EBPP (LAP y Full), C/EBPa, C/EBP6 y p65 (componente més
frecuente en el dimero que forma NF-xB). Mediante Western Blot de las proteinas
nucleares extraidas tras el tratamiento con LPS (100 ng/ml) a diferentes tiempos, se
compararon los niveles de estos factores de transcripcion en las células BV2-LIP3, BV2-
LIP6 frente a las células control (BV2-pCDNA). En la figura 2B se puede observar que
no existen diferencias en los niveles de ninguno de estos factores de transcripcién
respecto a las células control, de tal forma que el incremento inducido por LPS en los
niveles nucleares de las isoformas activadoras de C/EBPB, C/EBPS y p65 se produce

de forma muy similar en el tiempo en las tres lineas celulares.

La sobreexpresion de LIP disminuye la densidad celular

Debido a que C/EBPP promueve la proliferaciéon celular, nos interesaba
comprobar si la sobreexpresion de LIP producia una disminucién de la proliferacion de
las células. En efecto, en la figura 3A se muestra como el namero de células totales
incrementa de forma mas lenta en las células BV2-LIP3 y BV2-LIP6, de tal forma que a
dia 4 las diferencias entre el nimero de estas células y el de las células BV2-pCDNA
son estadisticamente significativas tanto en el caso de BV2-LIP3 (p < 0,01) como en el
de BV2-LIP6 (p < 0,05).

Para intentar elucidar si alguna fase del ciclo celular se encuentra afectada por
la sobreexpresion de LIP, se realiz6 un estudio de las fases del ciclo celular mediante
citometria de flujo. Sin embargo, se vié que la proporciéon de células que se encuentra
en cada una de las fases del ciclo celular no varia. Ademas, las diferencias en el numero
total de células no se pueden explicar por la existencia de diferencias en la muerte por
apoptosis, ya que la proporcion de células que entran en apoptosis es menor del 5% y

es muy similar en las tres poblaciones celulares (figura 2B).
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Los niveles del ARNm de varios mediadores proinflamatorios disminuyen cuando
existe una sobreexpresién de LIP

Para estudiar la repercusion que el incremento de la isoforma inhibidora de
C/EBPp puede tener en la produccién de los mediadores proinflamatorios durante la
activacion de la microglia, se estudi6 la variacion de los niveles de ARNm de TNF-a y
M-CSER tras 1 hora de tratamiento y de NOS-II, COX-2, IL-6 e IL-1p, tras 6 horas de
tratamiento con LPS (100 ng/ml). Estos tiempos corresponden los que, en estudios
previos, se habia visto una expresién méaxima para cada uno de los genes (datos no
mostrados). Mediante la cuantificacion del ARNm con PCR a tiempo real se detectd
una disminucién significativa en los niveles del ARNm de NOS-II (35%), COX-2 (40%),
IL-6 (45%) y TNF-a (25%) en los clones con sobreexpresion de LIP (figura 4). Hay que
destacar que el comportamiento de BV2-LIP3 y BV2-LIP6 es muy similar, lo cual
permite descartar que los efectos observados sean debidos a una mutacién espontanea
o a un efecto debido a la insercién del pladsmido, producidos durante la seleccién clonal

(figura 4).

La disminucién del ARNm no se traduce en una disminucion de la proteina

Una vez que vimos que los niveles de ARNm de 4 de los 6 mediadores
estudiados sufrian una disminucién, quisimos ver qué repercusiéon tenia dicha
disminucién a nivel de la proteina. En primer lugar, cuantificamos mediante ELISA los
niveles de TNF-a secretados al medio de cultivo por las células 24 horas tras el
tratamiento con LPS (100 ng/ml), pero no se hallaron diferencias significativas entre
las células que sobreexpresan LIP y las que no lo hacen (figura 5). Los niveles de la
proteina IL-6 no pudieron detectados mediante ELISA, debido a que eran demasiado
bajos, lo cual esta respaldado por el hecho de que los niveles de ARNm también eran
muy bajos, ya que su amplificacién mediante PCR en tiempo real era mucho mas tardia
que los otros mediadores estudiados.

En segundo lugar, para el estudio de la enzima NOS-II y de su producto, el
NO, se trataron las células con LPS (100 ng/ml) y también LPS con IFNy (100 ng/ml +
0,5 ng/ml). No se detecté una diferencia significativa en la produccién de NO tras 24
horas de tratamiento (figura 5) ni tampoco en los niveles proteicos de NOS-II tras 16
horas de tratamiento (datos no mostrados).

Por dltimo, se estudiaron los niveles de COX-2 mediante Western Blot tras 16

horas de tratamiento con LPS (100 ng/ml) y LPS con IFNy (100 ng/ml + 0,5 ng/ml
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LPS, pero tampoco en este caso se pudo detectar ninguna diferencia significativa

(figura 5).

Los animales cebp +/+ y cebp -/- presentan la misma densidad celular.

Finalmente, como tercera estrategia para estudiar la funciéon de C/EBPp
en la activaciéon glial, se analiz6 el comportamiento de las células gliales durante su
activacion mediante la utilizacién de cultivos gliales secundarios de ratones deficientes
en C/EBPp (cebp -/-) frente a los ratones silvestres (cebp +/+). La ausencia total de
C/EBPp fue confirmada tanto a nivel de ARN mediante PCR en tiempo real (figura
6B), como a nivel proteico mediante inmunofluorescencia (figura 6A).

Antes de iniciar los experimentos para comparar la activacién glial en cultivos
gliales de ratones cebp +/+ y cebp -/- quisimos saber si los cultivos eran comparables
en cuanto a su densidad celular. Para ello realizamos un recuento del namero total de
células en cultivos de ambos genotipos a dia 20, que era el dia en el que se realizaron
los tratamientos. Tal y como muestra la figura 7, no se observaron diferencias en la

densidad celular entre ambos cultivos.

La ausencia de C/EBPp afecta a varios mediadores proinflamatorios

Como en el caso de la linea celular microglial, quisimos estudiar en los cultivos
primarios gliales la expresién de las citoquinas proinflamatorias IL-1p, IL-6 y TNF-a y
de las enzimas NOS-II y COX-2, lo cual se realizé mediante la técnica de PCR a tiempo
real. Los niveles de ARNm de IL-1p y TNF-a no se vieron afectados por la falta de
C/EBPf. Sin embargo, los niveles de IL-6, COX-2 y NOS-II sufrieron una disminucién,
de tal forma que tras el tratamiento con LPS (100 ng/ml) los niveles de NOS-II
disminuyeron hasta en un 60% en los cultivos mixtos gliales cebp -/- respecto a los
cebp+/+, y los de COX-2 e IL-6 lo hicieron en un 50% y un 25% respectivamente
(figura 8).

Por altimo, estudiamos el efecto de la ausencia de C/EBPf sobre la produccion
de NO, para lo cual tratamos a las células con LPS (100 ng/ml) y LPS con IFNy (100
ng/ml + 0,5 ng/ml). En el caso del LPS, como ocurria con la linea celular microglial, no
existian diferencias significativas entre los dos genotipos. Sin embargo, cuando se
trataron las células con LPS + IFNYy, la producciéon de NO disminuyé de forma muy

significativa (hasta en un 50%) (Figura 9) en los cultivos gliales cebp -/-.
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DISCUSION

Las células gliales mantienen constantemente un “dialogo” con las neuronas y
otras células gliales, y también con el medio que las rodea, con la finalidad de
monitorizar el estado de las células nerviosas. La alteracién de este didlogo, bien sea
por la disrupciéon de sefiales constitutivas procedentes de neuronas sanas, como la
fractalkina (Cardona et al, 2006), o bien sea por la aparicion de estimulos que puedan
amenazar la funcionalidad neuronal, como patégenos, restos celulares u otras
moléculas extrafias como precipitados proteicos anormales, puede derivar finalmente
en la activacién de las células gliales.

La activacion glial es un proceso que sufren los astrocitos y la microglia, y cuyo
objetivo final es eliminar cualquier elemento que amenace la funcionalidad y/o
viabilidad neuronal, y reparar el posible dafio causado. Para ello, los astrocitos y la
microglia proliferan, secretan factores tréficos, aportan factores metabdlicos y fagocitan
los restos celulares (Hauwel et al, 2005). Durante la activaciéon glial también se
sintetizan mediadores pro- y antiinflamatorios, que incluyen citoquinas, quimioquinas
y NO entre otros, que ayudan a una rapida eliminacion del elemento extrafio (revisado
por Hanisch et al, 2007).

Sin embargo, se ha postulado que una activacion glial exacerbada y/o crénica
podria llegar a resultar perjudicial debido a que puede derivar en una disminucién de
los factores troficos producidos (Nagatsu et al, 2006) y a la presencia continuada de
mediadores proinflamatorios potencialmente neurotéxicos, como las citoquinas IL-1p,
IL-6, IL-12, TNF-a, o los productos de las enzimas NOS-II y COX-2 (Hanisch, 2002).
Diferentes estudios han sugerido que la activacion glial podria estar implicada en la
patogénesis de diferentes enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
(Gordon, 1993), el Parkinson (Hirsch et al, 2005), la esclerosis multiple (Brosnan et al,
1996) o la esclerosis lateral amiotroéfica (Pasinelli et al, 2006). Apoyando esta hipotesis,
existen diversos estudios que muestran cémo la inhibicion de la activacion glial podria
reducir la neurodegeneracién en algunas de estas enfermedades. Asi, se ha visto que el
tratatamiento prolongado con antiinflamatorios no esteroideos es capaz de reducir el
riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer (revisado por Heneka et al, 2007).
Ademas, varios trabajos muestran coémo la utilizacién de minociclina, un inhibidor de
la activacién glial, reduce la neurodegeneracion en diferentes modelos animales de
esclerosis multiple (Yong et al, 2004) y de la enfermedad de Parkinson (Wu et al, 2002).

Recientemente se ha descrito el compuesto AV411 (Avigen) como un posible farmaco
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para reducir el dolor neuropatico, cuyo mecanismo estd basado en la inhibicién de la
activacion glial mediante el antagonismo de los receptores TLR (Ledeboer et al, 2007a).

C/EBPp juega un papel muy importante en la regulacion de genes implicados
en procesos inflamatorios como la respuesta de fase aguda (revisado por Schrem et al,
2004), mediante la unién a los motivos de uniéon C/EBP que se encuentran en el
promotor de muchos de estos genes (Poli, 1998). De forma analoga a lo que ocurre en la
respuesta de fase aguda, durante la activacién glial los niveles de C/EBP aumentan
en los astrocitos y, de forma més acentuada, en microglia (Ejarque-Ortiz et al, 2007a;
Cardinaux et al, 2000). Diversos trabajos han demostrado la importancia de C/EBPp en
la regulacion de diversos mediadores proinflamatorios durante la activacion glial,
como TNF-a (Jana et al, 2003), NOS-II (Jana et al, 2001; Jana et al, 2005) y
RANTES/CCL5 (Kim et al, 2004). Asimismo, un estudio reciente mostré6 cémo los
ratones deficientes en C/EBPP presentaban una disminuciéon de varios mediadores
proinflamatorios y del dafio neuronal tras una oclusién isquémica transitoria (Kapadia
et al, 2006).

Para abordar el estudio del papel de C/EBPPB en la activaciéon glial, nos
propusimos inhibirlo mediante diferentes mecanismos. A pesar de que existen estudios
de diferentes compuestos flavonoides cuyo mecanismo de acciéon se postula que es a
través de la inhibicion de la funcién de C/EBPP (Woo et al, 2005; Woo et al, 2006; Chen
et al, 2004), en ninguno de ellos se ha demostrado la especificidad de forma inequivoca.
Por otra parte, no podiamos usar oligonucleétidos decoy, ya que su mecanismo de
accion es bloquear los motivos de unién de los factores de transcripcién que hay en los
promotores, y C/EBPp tiene el mismo motivo de unién que otros C/EBPs (Osada et al,
1996d).

El ARN de interferencia tiene la gran ventaja de ser un método muy especifico
de inhibicién, ya que se basa en la degradacién dirigida del ARNm, de forma que se
impide la traduccién de la proteina (revisado por McManus et al, 2002). Sin embargo,
nosotros no conseguimos ver una inhibicion de esta proteina, a pesar de que mediante
la inhibicién con siRNAs contra p21CIP1 demostramos que la inhibicién por ARN de
interferencia funcionaba en nuestro modelo. El mecanismo de ARN de interferencia se
basa en una respuesta de las células a una posible infeccién virica (Hannon, 2002) de tal
forma que el ARN virico que entra en la célula es utilizado para la degradacion del
ARNm que se produce para la propagaciéon de dicho virus. Por lo tanto, no es de

extrafar que el tratamiento con RNA puede desencadenar, a partir de diferentes TLRs,
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la activacion de diferentes vias de sefalizaciéon de IRF-3, NF-xB y de las MAPK que,
finalmente, conllevan a la sintesis de citoquinas proinflamatorias e IFN (revisado por
Marques et al, 2005). Recientemente, un trabajo de nuestro laboratorio mostré cémo el
aumento de C/EBPP en las células gliales estd mediado por diferentes MAPKs
(Ejarque-Ortiz et al, 2007a). Ademas, se ha visto que el IFNy induce la sintesis y
activacion de este factor de transcripcion (Li, 2007). Asi, una razén por la que el ARN
de interferencia que en otras células inhibe C/EBPf de forma eficaz, no lo haga en las
células gliales, podria ser que en estas células la presencia de siRNAs induciria la
sintesis de C/EBPf. Apoyando esta hipoétesis, se ha observado que el tratamiento in
vitro de astrocitos con ARN de doble cadena induce la activacion de C/EBPP (Auch et
al, 2004). Ademas, se ha visto que el tratamiento con siRNA induce la activacién de la
via Jak/Stat en los astrocitos y no en otros tipos celulares no gliales, y el TLR3 se ha
postulado como mediador de dicha activacién (Gorina et al, en preparacion).

La estrategia que utilizamos para disminuir la respuesta inflamatoria fue la de
utilizar siRNAs metilados. La utilizaciéon de siRNAs que contienen grupos 2’OMe en
varios residuos de la cadena sense reducen la activaciéon de vias proinflamatorias sin
reducir su potencial inhibidor (Judge et al, 2006). Sin embargo, C/EBPP tampoco
disminuy6 con la utilizacion de estos siRNAs, lo cual sugiere que probablemente el
problema en la inhibicién de esta proteina no radique en la respuesta inflamatoria, sino
en las secuencias empleadas, y apoyaria la posibilidad de que no todas los ARNm son
igualmente susceptibles de ser silenciadas mediante ARN de interferencias.

Un mecanismo alternativo al ARN de interferencia fue la generaciéon de clones
de la linea microglial BV2 que sobreexpresan LIP, que se une a las formas activadoras
de C/EBPp y, al no poseer dominio de transactivacién, inhibe su funcién (Descombes
etal, 1991).

El hecho de que hubiera una menor densidad celular en los cultivos de las
células que sobreexpresan LIP frente a las células control C/EBP, lo atribuimos en un
primer momento al papel que C/EBPp tiene en la proliferacion. Sin embargo, el hecho
de que la proporcién de células en las diferentes fases del ciclo celular asi como en los
niveles de apoptosis sean similares a las células control refutaria las hipétesis de que la
inhibicién de C/EBPp resulte en una activacion de la apoptosis o en un arresto del ciclo
celular. Una razén que podria explicarlo, seria que la sobreexpresiéon de LIP pueda
afectar a las propiedades de adherencia de esta linea, de manera que las células se

despeguen del sustrato con mayor facilidad. Dado que otros tipos celulares requieren
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el contacto con el sustrato para dividirse, esta falta de adherencia podria conllevar
finalmente que sélo las que se queden adheridas al sustrato se puedan dividir. Por otra
parte, dicha falta de adherencia también podria suponer una subestimacién del
namero de células por la técnica empleada para su recuento.

Los resultados del trabajo con estos clones muestran que, durante la activacion
microglial, el aumento en los niveles del ARNm de NOS-II, COX-2, TNF-a e IL-6 es
menor en las células que presentan una sobreexpresion de la isoforma inhibidora LIP,
lo cual apoya los resultados obtenidos en estudios anteriores mediante transfecciéon
transitoria en BV2, con TNF-a (Jana et al, 2003) y NOS-II (Jana et al, 2001; Jana et al,
2005; Kim et al, 2004)). El hecho de que estas diferencias no se vean reflejadas a nivel
proteico, puede deberse a que los mecanismos reguladores en los diferentes pasos de la
sintesis compensen las diferencias que tienen lugar en el ARNm. Por otra parte, en este
trabajo se han estudiado los niveles del ARNm y de la proteina de todos estos
mediadores en un punto en el tiempo en el que habiamos visto una mayor produccién
de los mismos. Sin embargo, no podemos descartar que el perfil de expresion a lo largo
del tiempo de las proteinas de NOS-II, COX-2 y TNF-a sea diferente en aquellas células
que sobreexpresan LIP, de manera que el hecho de que haya menos ARNm produzca
un aumento de la proteina més tardio o una disminucién mas temprana. Por ello, un
estudio en el que se tuviera en cuenta este pardmetro serfa de utilidad, ya que, si bien
los niveles de los mediadores proinflamatorios son muy importantes para producir una
neurotoxicidad, el hecho de que dichos niveles se mantengan un periodo de tiempo
mas o menos prologando también es muy importante.

El poder disponer de un dominante negativo para el estudio de C/EBPp
representa un elemento de gran utilidad para nuestro estudio, aunque a la hora de
interpretar los resultados se debe ser prudente, ya que LIP, al igual que sucede con las
isoformas LAP y Full, podria formar dimeros con otras proteinas, y no sélo con
C/EBPp.

Los cultivos primarios gliales de los ratones deficientes en C/EBPp generados
por el laboratorio de Poli (Screpanti et al, 1995) ofrecen una herramienta adicional para
el estudio funcional de esta proteina, con caracteristicas muy importantes respecto al
estudio de las células BV2, ya que esta herramienta permite tener un sistema maés
fisiologico que en el caso de las lineas celulares inmortalizadas, y que también permite
estudiar la relaciéon entre los astrocitos y la microglia. De forma anéloga a lo que

sucedia en las células BV2, cuando se produce la activacion glial, el aumento del
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ARNm de NOS-II, COX-2 e IL-6 es menor cuando C/EBPP no estd presente. Sin
embargo, en este caso no se ve una disminucion significativa de TNF-a, aunque si una
tendencia a disminuir.

El NO es un mediador proinflamatorio que puede afectar a diversas moléculas
promoviendo la neurotoxicidad (Heneka, 2007). En este trabajo mostramos cémo la
producciéon de NO es menor en los cultivos cebp-/-. El hecho de que sélo se vea una
diferencia significativa cuando las células se tratan con LPS e IFNy, puede deberse a
que C/EBPp media la transcripcién de muchos genes a partir de la estimulacién con
IFNy (Li et al, 2007), con lo que su ausencia podria afectar de una forma maés
importante cuando esta via esta afectada.

En conclusion, los resultados mostrados en este trabajo apoyan la importancia
de C/EBPf en la regulacion de mediadores proinflamatorios durante la activaciéon
glial. Estos resultados, junto con el hecho de que el aumento de C/EBPp en las células
gliales se produce cuando la muerte neuronal viene acompafiada por una respuesta
inflamatoria, cuando la muerte neuronal es excitotéxica pero no cuando es apoptética
(Perez-Capote et al, 2006) ponen de manifiesto el papel que C/EBPP puede jugar en
los efectos mas neurotéxicos de la activacion glial. Asi, la actividad de C/EBPp podria
ser clave para la neurotoxicidad que se ha sugerido que la activacion glial podria tener
en varias enfermedades neurodegenerativas, y su inhibiciéon podria reducir dichos

efectos.
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Figura 1. Inhibicion mediante ARN de interferencia. A) y B) Los cultivos gliales
primarios mixtos se transfectaron con un siRNA (100 nM en A) y 10 y 100 nM en B))
dirigido contra p21Cirl. Dos dias después se extrajeron las proteinas totales y se
analizaron mediante Western blot con un anticuerpo anti- p21€irly anti-actina como
control de carga. Como controles de la inhibicién se utilizaron células sin transfectar
(9) y células transfectadas con un siRNA no silenciador (NS). C) Los cultivos gliales
primarios mixtos se transfectaron con 7 siRNAs comerciales diferentes (A1-D4, 100
nM) dirigidos contra C/EBPp. Dos dias después se extrajeron las proteinas totales y se
analizaron mediante Western blot con un anticuerpo anti-C/EBPp y anti-actina como
control de carga. Como controles de la inhibicién se utilizaron células sin transfectar
(9) y células transfectadas con un siRNA no silenciador (NS). D) Los cultivos gliales
primarios mixtos se transfectaron con siRNAs (10nM) metilados (D1-M, MAS-M) y sin
metilar (D1, MAS) dirigidos contra C/EBPp. 48 horas tras la transfeccion se extrajo el
ARN vy se cuantificaron los niveles de ARNm mediante PCR a tiempo real. Como
controles se utilizaron células con un siRNA no silenciador (NS). Las imagenes A), B) y
C) son representativas de 3 experimentos independientes. D) muestra las medias +

SEM de 2 experimentos.

Figura 2. Sobreexpresiéon de LIP y andlisis de los niveles de diferentes factores de
transcripciéon. A) Las células BV2 se transfectaron con pCDNA-LIP y pCDNA vacio
como control. Tras 7 dias de seleccion con el antibidtico geneticina, se realizé la
seleccion clonal. 21 dias después, se extrajeron las proteinas totales y se analizaron los
niveles proteicos mediante Western blot con un anticuerpo anti-C/EBPp y anti-actina
como control de carga. B) Los clones se trataron LPS (100 ng/ml) a diferentes tiempos
y, tras la extracciéon de proteinas nucleares, se analizaron los niveles de las 3 isoformas
de C/EBPp (Full, LAP y LIP), C/EBPd, C/EBPa y la subunidad de NF-xB, p65. Como
control de carga se utiliz6 lamin B. Las imagenes son representativas de 3

experimentos independientes.

Figura 3. Densidad celular y fases del ciclo celular de las células que sobreexpresan
LIP. A) Las células BV2 se sembraron (25000 células/ml), se fijaron a diferentes
tiempos y se marcaron con Hoechst-33258. El recuento se realizé con el programa

Image]J. B) 24 horas tras sembrar las células (100000 células /ml) se resuspendieron, se
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fijaron y se tifieron con yoduro de propidio. El andlisis de la proporcién de células que

habia en cada fase se realiz6 con un citémetro de flujo.

Figura 4. Niveles de ARNm de diferentes genes proinflamatorios en células BV2 con
sobreexpresion de LIP. A las 42 horas de la siembra, se trataron las células con LPS (100
ng/ml). Tras 1 hora (para TNF-a y MCSFR) y 6 horas (el resto) de tratamiento, se
extrajo el ARN. Los niveles de ARNm fueron analizados mediante PCR en tiempo real.
Los gréficos muestran las medias + SEM de 3 experimentos independientes. * p<0.05, **

p<0.01, *** p< 0.001 BV2-C3 y BV2-C6 vs BV2-pCDNA (ANOVA).

Figura 5. A) Los niveles de TNF-a se determinaron 24 horas tras el tratamiento de BV2-
pCDNA, BV2-LIP3 y BV2-LIP6 con LPS (100 ng/ml). B) 24 horas tras el tratamiento con
LPS (100 ng/ml) y LPS + IFNy (100 ng/ml + 0,5 ng/ml), se determiné la cantidad de
nitritos en el medio de cultivo (pg/ml) mediante el método Griess. C) 24 horas tras el
tratamiento con LPS (100 ng/ml) y LPS + IFNy (100 ng/ml + 0,5 ng/ml), se extrajeron
las proteinas totales y se determinaron los niveles de la proteinas COX-2 de BV2-
pCDNA, BV2-LIP3 y BV2-LIP6 con LPS (100 ng/ml). Como control de carga se utilizé

la tubulina.

Figura 6. Comprobaciéon de la expresion de C/EBPP en cultivos gliales mixtos
primarios de ratones cebp -/- y cebp +/+. Tras 20 dias de cultivo, se analiz6 la
expresion de C/EBPB mediante A) inmunocitoquimica y B) PCR en tiempo real (U.A.)

en situacién control.

Figura 7. Densidad celular en cultivos primarios de ratones cebp -/- y cebp+/+. Tras 20
dias de cultivo, las células se fijaron y se tifieron con Hoechst-3358. El recuento del
numero de células totales se realizé contando con el programa Image]J (células totales/

pocillo de placa de 48 pocillos).

Figura 8. Niveles de ARNm de diferentes genes proinflamatorios en cultivos primarios
gliales mixtos de ratones cebp -/- respecto a los cultivos de cebp +/+. Tras 20 dias de
cultivo, se trataron las células con LPS (100 ng/ml). Tras 6 horas de tratamiento, se

extrajo el ARN y se analizaron los niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real. Los
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graficos muestran las medias + SEM de 3 experimentos independientes. * p<0.05, **

p<0.01 (ANOVA con post-test Dunnet).

Figura 9. Produccion de NO en cultivos primarios cebp -/- respecto a los cultivos cebp
+/+. Tras 20 dias de cultivo, se trataron las células con LPS (100 ng/ml) y LPS con
IFNy (100 ng/ml + 0.5 ng/ml). Tras 48 horas de tratamiento, se analiz6 la produccién
de NO mediante el método Griess. El grafico muestra las medias + SEM de 3

experimentos independientes. *** p< 0.001 (ANOVA).
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Figura 9.
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Discusion C/EBPs en la activacion glial

La activacién glial, tal como se ha explicado, es un proceso en el que los
astrocitos y la microglia sufren cambios morfolégicos, proliferan y producen un amplio
abanico de proteinas, que incluyen factores troficos, citoquinas y quimioquinas pro- y
antiinflamatorias, de forma anéloga a lo que ocurre en otros procesos inflamatorios. De
igual manera, se ha visto como diferentes factores de transcripcién implicados en la
regulacion de genes importantes en estos procesos inflamatorios, como NF-xB o PU. 1,
se encuentran también implicados en la activacién glial (Walton et al, 2000; O'Neill et
al, 1997).

El objetivo del trabajo que presentamos ha sido estudiar el comportamiento de
tres miembros de la familia C/EBP, C/EBPa, C/EBPP y C/EBPd durante la activaciéon
glial, debido a la importancia que tienen en la regulacion de proteinas implicadas en
otros procesos inflamatorios como la respuesta de fase aguda o la activaciéon de los
macréfagos. Mediante la utilizacion de modelos de activacién glial in vitro e in vivo
hemos estudiado las variaciones que estos C/EBPs sufren, y hemos visto que los
niveles de C/EBPa disminuyen, mientras que hay un incremento de los de C/EBPB y
C/EBPd. Estas variaciones tienen lugar tras la activacién de todos los TLRs estudiados
(TLR2, TLR3, TLR4 y TLRY), lo cual sugiere la importancia que estos factores de
transcripcion pueden tener en la respuesta innata de las células gliales, particularmente
de la microglia. No debemos olvidar que los TLRs pueden reconocer, ademadas de
elementos extrafos, algunos de los depdsitos proteicos presentes en enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Fassbender et al, 2004; Udan et al, 2008) o el
Parkinson (Dauer et al, 2003).

Durante la activacién glial, se produce un aumento de C/EBP y C/EBPd en
ambos tipos celulares gliales, si bien el aumento de C/EBPB es mas acusado en las
células microgliales. C/EBPa disminuye en las células microgliales, si bien esta
proteina no varia en los astrocitos. La existencia de este patron diferencial de
expresion, asi como el hecho de que el fenotipo observado en los ratones deficientes en
cada uno de estos tres factores sea diferente (revisado por Lekstrom-Himes et al, 1998),
parece indicar que no existe una redundancia funcional entre ellos, si bien no se puede
descartar que en alguna situacién y/o tipo celular, dicha redundancia si exista.

Aunque atin no se conoce el mecanismo, varias hip6tesis pueden explicar cémo
la disminucién de C/EBPa y el aumento de C/EBPPp y C/EBP® conllevan la

transcripcién de un grupo de proteinas implicadas en dichos procesos inflamatorios.
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Varios trabajos demuestran cémo estos factores se pueden unir de forma
diferencial a los promotores de diversos genes, de forma que existen promotores en los
que se detecta la union C/EBPPB y C/EBPS, pero no de C/EBPa (He et al, 2002), otros
en los que se une C/EBPp, pero no C/EBPa o C/EBPS (Li et al, 2007) u otros en los que
se une C/EBPa y C/EBPS, pero no C/EBPP (Elberg et al, 2000). Incluso se ha
demostrado la unién diferencial entre las isoformas de C/EBPa (Wang et al, 2007). Asi,
podriamos pensar que estos factores se unen de forma diferente porque pueden tener
diferentes motivos de unién en el promotor de los genes. Sin embargo, un estudio de
los motivos de unién de estos tres factores de transcripcion realizado en el laboratorio
de Imagawa (Osada et al, 1996) demostré que estos C/EBPs presentan preferencias de
unién muy similares, aunque con variaciones pequefias, de tal forma que se identificé
la secuencia consenso de unién al ADN, denominado motivo C/EBP (RTTGCGYAAY,
R=A0G, Y =CoT). La existencia de este motivo es l6gica si pensamos en la elevada
homologia que presenta el dominio de unién al ADN de estos factores. De hecho, en el
trabajo mencionado (Osada et al, 1996) se describe como existen mas variaciones entre
las secuencias a las que se unen C/EBPP y C/EBPS de forma mas especifica, que entre
las de C/EBPa y C/EBP, lo cual apoya el hecho de que estos motivos no son el punto
determinante para explicar la unién diferencial de estos factores de transcripcién, ya
que, en ese caso, deberian ser mucho mas similares las de C/EBPp y C/EBPS.

El hecho de que los motivos de unién de los tres C/EBPs coincidan pero que, en
cambio, la unién a los promotores de diversos genes sea diferente demuestra que dicha
unién no sélo depende del dominio de unién al ADN, sino que también viene
determinado por elementos presentes en la parte més divergente de la proteina, que
corresponde a la parte N-terminal.

Diversos trabajos han demostrado el papel que estas regiones juegan en la
unién de los C/EBPs al ADN. En primer lugar, Elberg (Elberg et al, 2000) demostré
como la existencia de una regiéon denominada RD2 (dominio de represion 2) en
C/EBPf, situada en la parte N-terminal, entre el dominio de transactivacion y el de
unién al ADN, determina que C/EBPp no se una al promotor PPARy2, mientras que
C/EBPa y C/EBPS si que lo hacen. Por su parte, un trabajo de Li (Li et al, 2007)
demostré cémo, al contrario de lo que ocurre en el promotor PPARY2, una fosforilaciéon
en la region RD2 de C/EBPf inducida por IFNYy, conlleva la unién de C/EBPf, pero no
de C/EBPa o C/EBPS, a un elemento de respuesta a IFN llamado GATE. Asi, vemos

como estas regiones pueden tener una repercusién directa sobre la capacidad de unién
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de la proteina, de tal forma que alguna modificacién en las mismas, tales como una
fosforilaciéon, pueden determinar un cambio conformacional importante para la
capacidad de unién de los C/EBPs.

Por otra parte, las regiones situadas en la parte variable podrian actuar de
forma indirecta, mediante la unién a otras proteinas que finalmente regulen su
actividad. Estas proteinas “mediadoras” podrian corresponder a los diferentes
coactivadores y correpresores con los que los factores de transcripciéon interaccionan.
Tres coactivadores que podrian estar implicados son SWI/SNF, que pertenece al grupo
de coactivadores con actividad ATPasa/helicasa, y p300 y CBP, ambos pertenecientes
al grupo de coactivadores con actividad histona acetiltransferasa. Diferentes estudios
muestran la interaccién de C/EBPa y C/EBPf con los tres coactivadores (Pedersen et
al, 2001; Erickson et al, 2001; Mink et al, 1997), y de C/EBP& con CBP (Kovacs et al,
2003). Sin embargo, no existe ningun trabajo en el que se compare de forma paralela la
unién de C/EBPa, C/EBPf o C/EBPS a estos coactivadores, por lo que profundizar en
el estudio de estos y de otros coactivadores seria interesante. Lo que si parece claro es
que la existencia de estas interacciones proteicas es una de las opciones més plausibles
para explicar las diferencias en el comportamiento entre C/EBPa, C/EBPp y C/EBPS.

La manera en la que la unién de estos coactivadores y correpresores a los
C/EBPs modificaria su comportamiento, podria ser a través de la estabilizacion de
interacciones con otras proteinas, como correpresores y coactivadores, factores de
transcripcion e incluso proteinas de la maquinaria transcripcional. La presencia final de
unas u otras proteinas en el complejo formado determinarfa finalmente tanto la
estabilidad de la unién como la actividad transactivadora de las C/EBPs, de tal forma
que una proteina unida a C/EBPa pudiera tener efectos contrarios a los producidos
cuando esta misma proteina se une a C/EBPP o a C/EBP6. Un ejemplo de ello, es el
efecto de los dimeros de c-jun con C/EBPa y C/EBPP en macréfagos, ya que mientras
que la unién de de C/EBPa con c-jun produce una inhibicién de la actividad de c-jun,
la unién de C/EBPp con c-jun resulta en una sinergia de dicha actividad (Rangatia et
al, 2002).

Por otro lado, también existen casos en los que un mismo dimero es capaz de
inhibir o de activar la transcripcién, como ocurre en el caso de los dimeros formados
por C/EBPB-NF-kB. Existe un gran nimero de genes en cuyos promotores hay
motivos C/EBP adyacentes a los motivos NFkB, como IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a y COX-2

entre otros (revisado por Chen et al, 2005; Akira et al, 1997). En casos como los de TNF-
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a o COX-2 (Papin et al, 2003; Chen et al, 2005), la formacion de los dimeros C/EBPp-
NF-xB (Papin et al, 2003) produce una sinergia de la transcripcién mediante la unién
exclusiva al sitio C/EBP (y no al xB). Stein (Stein, 1993) describié cémo la unién de los
dimeros C/EBP-NF-xB daba lugar a una sinergia o inhibiciéon de la transcripcién
dependiendo de la existencia de los sitios C/EBP. Asi, cuando se co-transfectaba un
C/EBP, NF-xB y un constructo formado por un motivo de unién C/EBP regulando un
gen reportero, se producia una sinergia de la expresién, mientras que si el constructo
del gen reportero contenia un motivo de unién kB tenia lugar una inhibicién.

Para entender el efecto transcripcional final de estos dimeros, no debemos
olvidar, como ya hemos comentado, que éste depende de las proteinas con la que
interaccionan y el contexto del sitio de unién, ya que las proteinas que interaccionan no
s6lo son los coactivadores y correpresores, sino también otras proteinas cuyos motivos
de unién se encuentran cerca, y que por lo tanto varian segiin el promotor. Por todo
ello, la funcién de C/EBPa, C/EBPB y C/EBPd variara en funcién de la situaciéon
fisiologica de la célula, y también del tipo celular, ya que de ello dependera la
presencia de unas u otras proteinas que modifiquen la actividad de estos factores de
transcripcion.

Cada vez maés estudios apoyan el potencial neurotéxico de la activaciéon glial
créonica en diferentes enfermedades neurodegenerativas. Se postula que esta
neurotoxicidad puede ser causada por una presencia continua de niveles elevados de
mediadores proinflamatorios como el TNF-a, el NO y los ROS. Asi, disminuir su
produccioén en estas situaciones podria suponer una reduccién de la muerte neuronal.
Dado que C/EBPp regula la transcripcion de estos mediadores proinflamatorios en
otras células, nos propusimos estudiar el efecto de la deplecién de C/EBPJ en nuestro
modelo de activacion glial in vitro, para lo cual utilizamos técnicas celulares y
moleculares. De esta forma, hemos estudiado la expresiéon de varias proteinas
implicadas en la activacién glial, incluyendo citoquinas (IL-1f, IL-6, TNF-a), NOS-II y
COX-2.

Para dicho estudio, utilizamos cultivos primarios de ratones deficientes en
C/EBPp y un modelo de inhibicién in vitro llevada a cabo mediante la sobreexpresién
de LIP, que es un dominante negativo. Los resultados de este trabajo ponen de
manifiesto la implicacién de C/EBPf en la transcripcion de NOS-II, COX-2, IL-6 y
TNF-a durante la activacion glial, ya que cuando la célula no tiene C/EBPp o éste se

encuentra inhibido, se produce una disminucién en la transcripcién de estas proteinas.
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Como ya hemos comentado, estas proteinas proinflamatorias realizan funciones
muy importantes, pero unos niveles elevados presentes de forma continua pueden
derivar en consecuencias neurotéxicas. Por eso, elucidar los mecanismos reguladores y
especialmente la forma de evitar su excesiva presencia en el parénquima cerebral,
puede suponer un punto clave en el avance del estudio de las enfermedades
neurodegenerativas en las que la activacién glial crénica se convierte en una amenaza
para la supervivencia neuronal. En este trabajo se muestra la importancia que una
inhibicién de C/EBPP podria suponer para la disminucién de los niveles de varios
mediadores proinflamatorios implicados en los efectos mds neurotdxicos que la

activacion glial puede desencadenar.

MODELO PROPUESTO

AB,
Fibronectina... PGN
LPS HSPs...

R ARARAAARRT AR AAAARANAARRARNNAAADR AR
YUvUULIYLY BUVLUUUR UL UUUIUYY

2222221

__-_l_—'__ coX2
IL6 1
() NOS-II

Con la informacién proveniente de nuestro trabajo y el encontrado en la
literatura, nosotros proponemos un modelo en el que diferentes estimulos tanto
exogenos (LPS, PGN, ADN y ARN de bacterias) como endégenos, como restos
celulares o proteinas como el péptido P-amiloide, produce la activaciéon de los
receptores TLR en las células gliales. Dicha activacién conducirfa a través de la

actuacién de las MAPKSs, a una disminuciéon de C/EBPa y un aumento de C/EBPP y
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C/EBP9, de tal forma que, una vez en el nicleo, la unién de C/EBPP y C/EBPS a los
promotores de los genes reclutaria otros coactivadores diferentes a los reclutados por
los dimeros que contienen C/EBPa en condiciones basales. La actividad de estos
coactivadores conllevaria, finalmente, el aumento en la expresiéon de COX-2, NOS-II e
IL-6, los cuales presentan un potencial neurotoxico.
La informacién aportada por nuestro trabajo a este modelo es:

1) La activacién de TLR2, TLR3, TLR4 y TLR9 produce un aumento de los

niveles de C/EBPS y una disminucién de los de C/EBPa.

2) El aumento de C/EBPpP y C/EBPS viene mediado, al menos en parte, por la

actividad de las MAPKSs.

3) C/EBP6 dimeriza con C/EBPP y la subunidad de NF-xB p65 durante la

activacion microglial.

4) C/EBPS se une al promotor de COX-2.

5) C/EBPp regula la transcripciéon de COX-2, IL-6 y NOS-II durante la activaciéon

glial.
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Las conclusiones a las que el trabajo realizado nos ha permitido llegar son:

1.

C/EBPa se expresa en condiciones basales en la microglia y, de una forma
mucho maéas reducida, en los astrocitos. El tratamiento con LPS actia
directamente sobre las células microgliales, produciendo una disminucién de
los niveles nucleares de C/EBPa de forma concentracién y tiempo-
dependiente. Ademas de la activacién de TLR4, cuyo agonista es el LPS, la
activacion de los receptores TLR2, TLR3 y TLRY, producen el mismo efecto
que el LPS, mientras que esta disminucién no se observa cuando se tratan las

células con varias citoquinas proinflamatorias.

C/EBPp se expresa en condiciones basales en los astrocitos y en mayor
medida en la microglia. El tratamiento con el LPS provoca el aumento de
C/EBPPB de forma tiempo- y concentracion dependiente a través de la
activacion de las MAPKs p38, JNK y ERK 1/2. Dicho aumento se produce en
ambos tipos celulares in vitro, aunque de una forma mucho mds acusada en la
microglia. De forma similar, C/EBPf aumenta tras el tratamiento con LPS in

vivo en las células microgliales.

En condiciones basales, C/EBPO se expresa tanto en la microglia como en los
astrocitos. El LPS promueve un aumento de la expresiéon de este factor de
transcripcién en ambos tipos celulares mediante un efecto directo. En la
microglia, el LPS produce un aumento concentracién y tiempo-dependiente de
C/EBPS, que estd mediado por la accién de ERK1/2. Ademas del LPS, otros

agonistas TLRs producen un aumento similar de C/EBPS en la microglia.

C/EBPp juega un papel en la regulacién de la expresiéon de los mediadores
proinflamatorios IL-6, NOS-II y COX-2. Asi, en modelos en los que este factor
de transcripcion se inhibe, como la sobreexpresién de LIP en células BV2 o los
cultivos gliales primarios de ratones deficientes en C/EBPf, la produccién de

dichos mediadores inducida por LPS se ve atenuada.
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5.
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P21Cirl In Glial Activation

Tusell ].M., Ejarque-Ortiz A., Sola C., Saura J. and Serratosa J.

Submitted to Glia.
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El inhibidor de cdks p21¢€irt o p21Cirl/Wafl estd implicado en la parada del ciclo y
la diferenciacién celular en muchos tipos celulares. Sin embargo, recientemente
diferentes estudios han mostrado que p21©ir! es una proteina multifuncional que puede
regular la progresién del ciclo celular a diferentes niveles. En un trabajo reciente de
nuestro laboratorio, se comprobé que la ausencia de p21Cirl no afectaba a la
proliferacion celular de las células gliales. Ademads, se postulé el posible papel de
p21€irl en la respuesta inflamatoria producida por el lipopolisacarido (LPS). En el
presente trabajo hemos profundizado en este aspecto, estudiando las posibles
diferencias entre los ratones silvestres y los ratones deficientes en p21Cirl en la
activacion glial, mediante la utilizacion de cultivos mixtos gliales, cultivos enriquecidos
de microglia y cultivos enriquecidos de astrocitos. Hemos comparado el efecto
producido en la activacién glial por LPS, interleuquina-1p, interleuquina-6 y dos
formas (oligomérico y fibrilar) del fragmento 1-42 (-amiloide. La activacion glial
inducida por LPS y la forma fibrilar del fragmento 1-42 3-amiloide induce el aumento
de los niveles de p21€irl. Ademas, hemos visto una atenuacién de la translocacién del
factor de transcripciéon NF-«B en las células de ratones p21€irl-/- respecto a las células
gliales de ratones silvestres. Nuestros trabajos apoyan el papel de p21©rl en la
activacion de los astrocitos y particularmente de la microglia. En base a estos
resultados, hipotetizamos que esta proteina podria participar en los efectos

neurotdxicos asociados a la activacion glial

256



Anexo C/EBPs en la activacion glial

Submitted to Glia

p21Cirlin Glial Activation

Josep Maria Tusell, Aroa Ejarque-Ortiz, Carme Sola, Josep Saura and Joan Serratosa
Department of Cerebral Ischemia and Neurodegeneration, IIBB-CSIC, IDIBAPS,
Rossell6 161, E-08036 Barcelona, Spain

Running title: p21©ie! in Glial Activation
Word count: 6665
9 figures

0 tables

Address for correspondence:

Joan Serratosa
[IBB-CSIC, IDIBAPS
Rossell6 161, planta 6
08036-Barcelona

Spain

Telephone 3493-3638329

E-mail: jssnmc@iibb.csic.es

Key Words: Cip/Kip in inflammation, glial cells, neuroinflammation, astrocytes, glial

cell cultures.

Abstract

The cdk inhibitor p21€irl, also named p21Cirl/Wafl, js intimately involved in coupling
growth arrest to cellular differentiation in several cell types. p21€irlis a multifunctional
protein that might regulate cell-cycle progression at different levels. In a recent study
we found no differences in the rate of proliferation between glial cells from wild-type
and p21€irl/- mice. In the present study we examined differences in glial activation
between glial cells from wild-type and p21C€irl-/- mice, using mixed glial cultures,

microglia-enriched cultures and astrocyte-enriched cultures. We compared the effect of
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lipopolysaccharide, interleukin 1P, interleukin 6 and two forms (oligomeric and
fibrillar) of the 1-42 B-amyloid peptide on glial activation. We observed an attenuation
of nuclear translocation of the nuclear factor kappa-B in p21€irl-/- glial cells, when
compared with glial cells from wild-type mice. In contrast, tumour necrosis factor-a
release was enhanced in p21©rl-/-microglial cells. In addition glial activation induced
by lipopolysaccharide and the fibrillar form of the 1-42 B-amyloid peptide upregulated
p21€irl. Our results support a role for p21cirl in the activation of astrocytes, particularly
in microglia. We conclude that this protein participates in the neurotoxic effects

associated with glial activation.

Introduction

Glial cells play a key role in the normal function of the CNS. Under physiological
conditions, brain glial cells are involved in the production of trophic factors, the
maintenance of ionic homeostasis, buffering the action of neurotransmitters, immune
surveillance and neural regeneration in the CNS (Kreutzberg, 1996, Anderson and
Swanson, 2000). Microglia are the primary immune cells responsible for detecting
invading pathogens and neuronal injury (Aloisi, 1999; Streit et al., 1999). Astroglial and
microglial cells respond to neuronal damage, lesions, alterations in neuronal function,
toxic agents and infectious agents. Their response involves morphological and
functional changes, and is known as glial activation. Reactive astroglial and microglial
cells upregulate the expression of a variety of factors, including- growth factors,
cytokines, chemokines, adhesion molecules, receptors, nitric oxide (NO), etc. These
factors have neurotoxic or neuroprotective properties (Chao et al., 1995, Streit et al.,

1999, Vitkovic et al., 2000, Herdegen and Waetzig, 2001, Hauwell et al., 2005). Several
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transcription factors participate in glial activation, including nuclear factor kappa-B
(NFx-B) (O’'Neill and Kaltschmit, 1997), peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs) (Kielian and Drew, 2003), activated protein-1 (AP-1) (Herdegen and Waetzig,
2001) and some members of the CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) family
of transcription factors (Pérez-Capote et al., 2006; Ejarque-Ortiz et al., 2007a and b). The
cascade of microglial activation is a fine-tuned process that is also regulated by factors
derived from neurons and other glial populations, in particular astrocytes. Astrocytes
are local sources of transforming growth factor-p (TGF-B) and other
immunomodulatory or neurotrophic factors, and the prominent role of astrocytes in
inducing an immunologically silent state in microglial cells has been demonstrated in a
number of experiments in vitro. Astrocytes can induce the transformation of ameboid
into ramified microglial cells, and reduce proliferative activity (Wilms et al., 1997; Jones
et al., 1998).

In a previous study (Tusell et al., 2005), we examined the role of the cell cycle inhibitor
p21Sr in glial activation, using mixed glial cultures (approximately 75% astrocytes and
25% microglia). This protein, also called WAF1, CAP20 or Sd1, is the founding member
of the Cip/Kip family of CdKIs, which also includes p27 (Toyoshima and Hunter,
1994) and p57 (Lee et al., 1995). p21Cirl plays an essential role in growth arrest after
DNA damage (Brugarolas et al., 1995), and its overexpression leads to G1 and G2
(Niculescu et al., 1998) or S-phase arrest (Ogryzko et al., 1997). In addition, a variety of
transcription factors (including STATs, C/EBPa and C/EBPf) that are induced by
different stimuli activate p21Cir! transcription.

Here we examined whether p21Cirlis involved in the modulation of glial activation
produced by LPS, interleukin 1B (IL-1p), interleukin 6 (IL-6) and fibrillar or oligomeric
1-42 B-amyloid (AP) peptide. We analysed the release of tumour necrosis factor-a
(TNF-a), and the nuclear translocation of NF-xB. We also studied the expression of
p21Ciel after inducing glial activation. Taking into account all the results presented

here, we conclude that p21©irlparticipates in the neurotoxic effects of glial activation.

Material and Methods

Cell cultures and treatments
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Experiments were carried out in accordance with the Guidelines of the European
Union Council (86/609/EU), and the Spanish regulations (BOE 67/8509-12, 1988) for
the use of laboratory animals. The study was approved by the Ethics and Scientific
Committees of the Hospital Clinic de Barcelona. Mixed glial cultures were prepared
from 1- or 2-day-old neonatal C57BL/6 mice (Charles River, Lyon, France). The
cerebral cortices were dissected, carefully stripped of their meninges and digested with
0.25% trypsin for 25 min at 37°C. Trypsinization was stopped by adding an equal
volume of culture medium (Dulbecco’s modified Eagle medium-F-12 nutrient mixture,
fetal bovine serum 10%, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 pg/mL and
amphotericin B (Fungizone®), 0.5 ng/mL) to which 0.02% deoxyribonuclease I was
added. The solution was pelleted (5 min, 200 x g), resuspended in culture medium and
brought to a single cell suspension by repeated pipetting followed by passage through
a 105 um pore mesh. Cells were seeded at a density of 250,000 cells/ml (=62,500
cells/cm?) and cultured at 37°C in humidified 5% CO»-95% air. The medium was
replaced every 5-7 days. Cultures reached confluence after 7-10 days in vitro and were
used between 12 and 15 days in vitro. At this point, they typically consisted of 75%
type-I astrocytes and 25% microglia.

Mouse microglial cultures were prepared by mild trypsinization as described (Saura et
al, 2003b). Briefly, confluent mixed glial cultures were treated for 30 min with 0.06%
trypsin in the presence of 0.25 mM EDTA and 0.5 mM Ca?*. This resulted in the
detachment of an intact layer of cells containing virtually all the astrocytes, leaving a
population of firmly attached cells identified as >98% microglia. The microglial
cultures were used twenty-four hours after isolation by this procedure.

Mouse astroglial cultures were prepared by seeding cortical cells prepared as for
mixed glial cultures on laminin (20 pg/mL)-coated plates. Laminin-coating favours
astroglial growth and inhibits microglial growth (Milner and Campbell 2002). When
confluent, cultures were treated with 10 uM cytosine arabinoside for 4 days. Cultures
were used one day after the end of cytosine arabinoside treatment. The vast majority of
cells were type-I astrocytes. Less than 2% were microglia.

Cell treatments: control cells were treated with culture medium. LPS was treated at a
lug/mL. IL-1p and IL-6 were used at 20 ng/mL and 100 ng/mL, respectively. The

oligomeric and fibrillar A3 forms were treated at a final concentration of 5 uM.
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Isolation of nuclear proteins

For the isolation of nuclear proteins from glial cultures, three, five or six 950-mm?2 wells
of mixed glial, astroglial or microglial cultures, respectively, were used per condition.
Cells were scrapped in cold PBS, and centrifuged for 4 min at 7000 x g, and the
resulting pellet was resuspended in 400 pL of buffer A: 10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM
KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 1 mM dithiothreitol and
0.1 mM EGTA. Cells were then swollen on ice for 15 min. After the addition of 25 pL of
10% Nonidet-40 (buffer B), cells were vigorously vortexed for 10s. After 10 min
incubation on ice, the broken cells were successively spun for 10 min at 3000 x g and
for 5 min at 14,000 x g. The pellet was resuspended in 50 uL of buffer C consisting of
20mM HEPES pH79, 04 M NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM
phenylmethylsulphonyl fluoride and 1 mM dithiothreitol. Solutions A, B, C and PBS
were supplemented with the protease inhibitor cocktail Complete®. After a 90-min of
gentle shaking at 4°C, the nuclei were pelleted by a 5 min spin at 2000 x g. The
supernatant containing nuclear proteins was collected and the protein amount was

determined by the Lowry assay.

TNF-a release determination

The amount of TNF-a released into the culture medium was determined with an
ELISA kit specific for mouse TNF-a (Diaclone, Besangon, France). The ELISA assay was
performed wusing the standard, following the instructions supplied by the

manufacturer.

Western blot

15-20 ng of protein of denatured (5 min, 100°C) nuclear extracts were subjected to SDS-
PAGE on a 15% polyacrylamide gel and transferred to a PVDF membrane. The
membranes were processed as follows: 1) 5 min in Tris-buffered saline (TBS, 20 mM
Tris, 0.15M NaCl, pH=7.5); 2) 10 s in methanol; 3) air dry; 4) overnight incubation at
4°C on primary antibody (rabbit anti- NFx-B 1:500 or mouse anti p21 1:2000 or rabbit
anti-p36 1:5000) diluted in immunoblot buffer (TBS containing 0.05% Tween-20 and 5%
nonfat dry milk); 5) 2x 15 s in TBS 0.05% Tween-20; 6) 1 hour in HRP-labelled anti
mouse or anti-rabbit antibody diluted 1:5000 in immunoblot buffer; 7) extensive

washes in TBS-0.05% Tween-20; 8) 5 min in ECL-Plus. Membranes were exposed to the
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camera of a VersaDoc system and chemiluminescence was quantified using Quantity

One 5.4.1 software.

Immunocytochemistry

For immunocytochemistry, cultured cells were fixed with 4 % paraformaldehyde for 20
min at room temperature. When immunocytochemistry was revealed with
diaminobenzidine, the protocol was: 7 min in 0.3% H>O: in methanol, 2 x 15 min in
PBS, overnight in primary rabbit anti NFx-B antibody (1:500) or mouse anti p21
antibody (1:500), 2 x 15 min in PBS, 1 h in biotinylated anti-rabbit or biotinylated anti
mouse antibody (1:200), 2 x 15 min in PBS, 1 h in ExtrAvidin-HRP (1:500), 5-10 min in
diaminobenzidine (1 mg/ml)- 0.15% H>O, in PBS. All steps were performed at room
temperature except the primary antibody incubation (4°C). All antibodies were diluted
in PBS containing 10% normal goat serum.

The cellular localization of p21C€irl expression after treatment with AP peptides was
determined by double immunocytochemistry, immunofluorescence labelling was
carried out in cells where p21€ir! immunoperoxidase labelling had been performed. A
rabbit anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) polyclonal antibody (1:2000) was used
to label astroglial cells and an anti-CD11b monoclonal antibody (1:500) was used to
label microglial cells. Cells were incubated with the primary antibodies in 1% goat
serum overnight at 4°C, and with goat anti-rabbit ALEXA 488 and goat anti-mouse
ALEXA 546 secondary antibodies (1/500) in 1% goat serum for 1 h at room
temperature. After extensive washing in PBS, cells were stored at 4°C. All samples
were photographed on an Olympus fluorescence microscope equipped with a digital

camera Color View 12 powered by a HBO 100 lamp.

Quantitative Real-Time PCR

Total RNA was isolated with Absolutely RNA Miniprep kit and reverse transcribed
with random primers using Sensiscript-RT. The primers used to amplify mouse the
toll-like receptor 4, TLR4 mRNA were 5-CCTCTGCCTTCACTACAGAGACTTT-3'
(forward) and 5-TGTGGAAGCCTTCCTGGATG-3' (reverse). To normalise of Ct
values to an endogenous control the following mouse actin mRNA primers were used:
5-CAACGAGCGGTTCCGATG-3" (forward) and 5-GCCACAGGATTCCATACCCA-
3" (reverse). Real time PCR was carried out with IQ SYBRGREEN SuperMix and

iCycler IQ equipment. Primer efficiency was estimated from standard curves generated
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by dilution of a cDNA pool. Samples were run for 40 cycles (30 sec 95°C, 1 min 55°C, 30
sec 72 °C). Two samples per condition were analyzed in triplicate in each experiment

and 3 independent experiments were performed.

Preparation of fibrillar and oligomeric AP peptides

AP peptide was prepared according to the protocol described by (Dahlgren et al,
2002). Briefly, A was dissolved in hexafluoroisopropanol, desiccated and dissolved in
dimethyl sulfoxide to 5 mM. This solution was brought to 100 uM by dilution in 10 mM
HCl, aged for 24 hours at 37°C (Fibrillar) or diluted in Ham-phenol free and aged for 24
hours at 4°C (Oligomeric). After 24 h of aging, the two AP forms were immediately

applied to the cells at the required concentration.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Dunnett’s
post-hoc test (TLR4 mRNA determination) or Student’'s t-test (Western blot
quantification and TNF-o release determination). Differences were considered

significant if p<0.05.

Results

TNF-a expression is dependent on p21€ir! in microglial cells

Figure 1A shows the results obtained in microglia enriched cultures. The increase in
TNF-a released by microglia in the culture medium 24 h after LPS treatment was
higher (p< 0.05, Student’s t test) in p21 Cirl/- than in wild-type cultures (13.2 pg/mL in
wild-type mice microglia and 26.3 pg/mL in p21€irl-/- mice microglia). However, in
astrocyte-enriched cultures, there were no significant differences between wild-type
astrocytes and p21Cirl/- astrocytes (Figure 1B). These results suggest that, microglial
cells are responsible for the higher increase in TNF-a release in glial cells from p21¢ip1-/-

mice.
The increase in the NF-xB expression is reduced in p21Cir/glial cells

Figure 2A shows a representative Western blot from nuclear extracts of mixed glial

cultures. NF-xB nuclear translocation was reduced in p21©irl/- mice glia 24 h after LPS,
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IL-1B or IL-6 treatments. The quantification of Western blot shows that p65 increased
2.3 fold (p<0.01 Student’s t test) after LPS treatment in wild-type cultures and 1.2 fold
(not significant, n.s.) in p21©irl-/- cultures. After IL-1B, p65 increased 1.7 fold (p<0.01) in
wild-type cultures and no differences in p21¢irl/-. Finally, IL-6 treatment produced a
1.9 (p<0.01) fold increase in wild-type mice glia, whilst there was no increase in p21¢irl-
/- mice glia. Similar results were also given by immunocytochemistry (Figure 2B). The
same effect was observed for the different treatments: the increase in NF-xB nuclear
translocation was lower in p21¢irl-/- glia than in wild-type glia.

In microglia-enriched cultures, a strong increase in NF-xB nuclear translocation was
observed in wild-type cultures after treatment with proinflammatory factors. This was
revealed by both Western blot and immunocytochemistry (Figure 3A). The increase in
NFx-B nuclear translocation was lower in p21€irl/- microglia. The increase was 1.9
(p<0.05) times the control value in wild-type microglia and 1.4 (n.s) times in p21Ciel-/-
microglia after 24 h of LPS treatment. IL-1B and IL-6, treatment did not induce any
increase. Figure 3B show p65 nuclear translocation in the different experimental
conditions, as revealed by immunocytochemistry. The effect was similar to that shown
by Western blot.

In astrocyte-enriched cultures, the increase in NF-kB nuclear translocation after LPS
was lower in astrocytes from p21©irl-/- mice than in astrocytes from wild-type mice
(Figure 4A and 4B). Quantification of Western blot after LPS treatment (Figure 3A)
showed 1.7 (p<0.05) fold increase in the control value in wild-type astrocytes, while
there was no detectable increase in p21C€irl-/- astrocytes. IL-1p and IL-6 treatments did
not produce any detectable increase in either wild-type astrocytes or in p21Cirl-/-
astrocytes. The same effect was observed by immunocytochemistry (Figure 4B).

The study of both cell types together (mixed cultures) or the study of each cell type
individually (either astrocytes or microglia) showed that, either way, p21C€irl-/- glial

cells had a reduced capacity to translocate NF-xB into the nucleus.

TLR4 expression

The toll-like receptor 4 (TLR4) is the receptor for LPS-dependent signalling (Heine et
al., 1999). For this reason, we studied whether the LPS treatment produced different
expression of TLR4 in glial cells from wild-type and p21©rl-/ mice-. Figure 5 shows the
results obtained by quantitative real time PCR. LPS treatment caused a similar decrease

in TLR4 mRNA expression in wild-type and p21€irl-/- glial cells. We did not observe
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any differences in TLR4 protein expression by immunocytochemistry (data not shown).

These results suggest that TLR4 expression is not modified in p21¢irl-/-glial cells.

p21C€irl expression increases during glial activation

We studied the effect of LPS, IL-1f and IL-6 on p21Cir! protein expression 24 h after
treatment. Figure 6A shows the results obtained in mixed glial cultures. Western blots
show that LPS treatment caused an increase of 2.6 (p<0.05) times the control value. The
increase was less marked after IL-1p treatment (1.6 times, n.s.) and even milder after
IL-6 treatment (1.3 times, n.s.). Figure 6D a, d,g, and j panels show the results obtained
by immunocytochemistry: a strong increase in p21cir! immunolabeling after LPS
treatment and no increase after IL-1p or IL-6 treatment.

In microglia-enriched cultures, the increase of p21cir! produced by LPS treatment was
also very clear. LPS treatment resulted in an increase that was 2.6 (p<0.001) times the
control value (Figure 6B). After IL-1B treatment, this increase was 2.2 (p<0.05) times the
control value. This increase was lower after IL-6 treatment (1.6 times, p<0.01). The
values obtained by immunocytochemistry were consistent (figure 6D, panels b, e, h
and k) with those obtained by Western blot.

In astrocyte-enriched cultures, there was an increase of p21€ir! protein only after LPS
treatment (1.5 times, p<0.05 the control value, Figure 6C). The values obtained by
immunocytochemistry (figure 6D ¢, f, i, and 1) are consistent with those obtained by

Western blot.

Treatment with AP increases p21Cirl expression in glial cultures

In addition to the treatments with the proinflammatory agents studied up to this point,
we also examined the effect of AP treatment on p21€ir! expression in glial cells. Both
oligomeric and fibrillar AP were used. LPS was used as a positive control of glial
activation.

Figure 7A shows the results obtained by Western blot on NF-xB translocation after
treatment with LPS or the two types of AP. LPS treatment of wild-type glial cell
cultures produced a strong increase in NF-xB (5.1, p<0.01, times the control value) in
the cell nucleus. Fibrillar Ap produced more moderate increases (around 3.6, p<0.05).
Oligomeric AP did not produce any effect. In glial cultures from p21©rl-/- mice, LPS
produced a lower increase (2.0 p<0.05). After treatment with AP forms, the results were

the same as the control values.
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Figure 7B shows a mixed culture by phase contrast microscopy 24 h after the different
treatments. Panels a, and b correspond to control cells from wild-type and p21cirl-/-
mice, respectively. These images are very similar to those from cultures 24 h after
treatment with oligomeric A (Figure 7B, ¢ and d). However, treatment with fibrillar
AP (Figure 7B, e and f) induced a change in the morphology of the cultures. The
smaller refringent cells corresponding to microglial cells, had disappeared. This effect
was observed both in wild-type and in p21¢irl-/- cultures. After LPS treatment, the two
cultures (figure 7B, g and h) had the same appearance as the control cells or the cells
treated with oligomeric A(.

We also analysed the effect of LPS and A peptide treatments on TNF-a release into
the culture medium. There were no significant differences between the control and
treatment values either type of mixed glial cultures (wild-type and p21Cirl-/- mice). LPS
induced a TNF-a release in wild-type which was significantly higher in p21Cirl-/- glial
cultures. AP did not induce TNF-a release in wild-type or p21¢irl-/- (results not shown).
Figure 8 shows the p21C€irl protein expression after treatment with the two types of Ap
or LPS. Figure 8A shows a Western blot obtained after the different treatments. The
quantification of Western blots showed that fibrillar AP treatment resulted in 4.2
(p<0.05) times more p21Cirl-/- protein expression than in control. There were no
differences between treated cultures and the control after AP oligomeric treatment. LPS
treatment resulted in an increase of 2.1(p<0.05) times more than the control value. The
Western blots obtained from p21¢irl-/- mixed glial cultures did not present the p21Cir!
band. This negative control was used to verify antibody specificity. Figure 8B shows
the results of immunocytochemistry. A strong increase in p21C€irl expression was
observed after fibrillar AP (Figure 8B, e) or LPS treatment (Figure 8B, g). Oligomeric
Ap treatment (Figure 8B, c) produces a weaker increase. Panels b, d, f and h in Figure
8B correspond to treatments carried out with cultures from p21Cirl-/- mice. No
inmmunoreactivity indicating the specificity of the p21©ir! antibody was observed.
Figure 9 shows a double immunostaining, carried out to find out wether p21Cirl
increases after fibrillar AP treatment in the two cell types contained in the mixed
culture (microglia and astrocytes). The results show that there was a p21¢ir! increase in
both microglia (Figure 9, a,b) and astrocytes (Figure 8, c and).

Discussion

In a preliminary study (Tusell et al., 2005), we examined possible differences in the

process of glial activation between mixed glial cultures (microglia and astrocytes) from
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wild-type and p21Cirl/- mice. We compared the effect of serum mitogenic stimulation
on proliferation rate and on the total number of glial cells. No differences between
wild-type and p21¢irl-/- were observed. We also compared the effect of LPS on NO and
TNF-a release and nuclear NF-xB translocation as indicators of glial activation. We
observed an attenuation of NO release and NF-xB activation in p21©rl-/- glial cells
when compared with glial cells from wild-type mice. In contrast TNF-a was enhanced
in p21¢irl-/-. These results suggest that the role of p21C©ir! in the glial inflammatory
response does not depend on its function as an inhibitor of cell proliferation. In the
present study, we further examined the role of p21€irt in glial activation to determine
whether it differentially contributes to astroglial and microglial activation. Thus, we
studied p21€ir! in mixed, microglial-enriched and astroglial-enriched glial cultures
(with above 95% purity for each cell type). In the aforementioned study, we evaluated
the effect of LPS, an agent widely used to induce glial activation. In the present study,
we extended this work by using two proinflammatory cytokines (IL-18 and IL-6) and
two forms of the peptide AP. Finally, we also examined the way in which the different
treatments affected p21Cirl protein expression. As glial activation indicators, we
measured TNF-a release into the culture medium and NF-«B nuclear translocation.
The results confirm that mixed glial cells from p21©irl-/- mice had a higher increase of
TNF-a release in response to LPS. However we demonstrated that this effect wasis
basically caused by microglial cells (Figure 1A, B) rather than astrocytes.

Glial cells from wild-type mice increased NF-«B translocation after treatments with
LPS, IL-1B and IL-6. Such increases were significant in both mixed cultures and
microglia-enriched cultures. However, astrocytes from wild-type mice only showed a
significant increase in NF-kB translocation after LPS treatment. As regards nuclear NF-
kB translocation, we showed that glial cells from p21¢irl-/- mice had a reduced capacity
to activate NF-xB. In contrast, TNF-a release was increased in LPS-treated p21Cirl-/-
glial cells compared with glial cells from wild-type mice. Similarly, Ledeboer et al.
(2000) used primary co-cultures of astroglial and microglial cells, to show that TGF-
B1/P2 selectively suppresses the production of NO, but not the induction of IL-1p, IL-6
or TNF-a by LPS treated cells. In LPS-activated co-cultures of microglia and astrocytes
it has been suggested that TNF-a and IL-6 are produced primarily by microglial cells
(Lee et al., 1993; Sebire et al.,, 1993). However production of these cytokines by

astrocytes cannot be ruled out (Benveniste et al., 1990; Sawada et al., 1992).
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Experimental evidence points to a relationship between NF-xB activation, p21cip
expression and TNF-a expression. Basile et al. (2003) showed that the ability of TNF-a
to induce cytostasis in primary human epithelial cells was due to NF-kB-mediated
induction of p21cirl. Moreover, TNF-a triggered a pronounced anti apoptotic response,
induced by an NF-kB-mediated increase of p21©r! in primary human keratinocytes.
Although we observed that p21Ciriglial cells, particularly microglia, reduced NF-xB
activation, they also showed increased TNF-a production. Other molecules may
compensate for the lack of protein p21©irl. Thus, the relationship between this protein
and the other two (NF-xB and TNF-a) could be modified.

These results show that p21©rlis involved in glial activation after LPS treatment. They
are in agreement with the results obtained by Ring et al. (2003) in an in vivo study that
used LPS as a model for acute inflammation. These authors reported that p21cir! is
induced in the mouse CNS as part of the acute response to inflammation, suggesting
that this induction is a cytokine signalling event, involving TLR4. This receptor is
required for the transduction of LPS signals in monocytes and macrophages (Qureshi
et al., 1999). Microglia is the most important cell type in the resting CNS that expresses
TLR4 (Lenhardt et al., 2003). Our results show that no differences are observed in TLR4
expression between glial cells from wild-type or p21Cir! mice. Microglia from TLR4-
deficient mice have been used to demonstrate that this receptor is responsible, in part,
for microglial activation in response to LPS (Kitamura et al., 2001; Qin et al., 2005).
Systemic LPS administration to rats and mice induces a robust increase in TLR2
expression in the CNS, whereas TLR4 is reduced (Laflamme et al., 2001, 2003). We also
detected a decrease in TLR4 expression after LPS treatment in mixed glial cultures, in
glial cells from wild-type and p21€irl/- mice. Numerous studies using co-culture
paradigms have documented that LPS activated microglia induce neuron and
oligodendrocyte cytotoxicity (Qin et al., 2004; Shie et al., 2005). However, whether this
effect is mediated by TLR4 has not yet been demonstrated (Kielian, 2006). In vivo
evidence of the role of TLR4 in LPS-dependent CNS injury was found in an
experimental model of neurodegeneration using systemic administration of LPS
(Lehnardt et al., 2003).

Finally, we observed that none of the oligimeric and fibrillar AP forms, modified TNEF-
a release in mixed glial cultures of wild-type or p21€irl-/- mice. Although a moderate
increase in NF-xB translocation was observed in wild-type cultures treated with both

AP forms, no effect was observed in p21€irl-/- cultures. However, we did observe a
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change in the appearance of the culture treated with fibrillar AB. This was seen in
wild-type and p21€irl-/- glia. Similarly, we observed an increase in p21Cirl expression in
glial cells treated with the fibrillar form, but not in those treated with the oligomeric
form. In a previous study, we showed that the effect of Ap on microglial activation
depended on the aggregation state of the peptides (Casal et al., 2002). It is unclear how
the difference in the aggregation of peptides accounts for the difference in bioactivity.
However, particular conformations of peptides could determine the receptor activation
potential, due to secondary and tertiary peptide conformations. In some cases, these
conformations might be incapable of efficient binding and activate glial receptors that
induce immune activation and inflammatory cascades.

In summary, the present results implicate p21Cirl protein in glial activation. The
mechanisms involved in the expression of this protein and TNF-a activation or NF-xB
activation need to be studied further. There are probably other molecules involved.
Preliminary studies that are underway in our laboratory suggest that some
transcription factors from the C/EBPs family require p21€ir! to be activated during
glial activation. Moreover, the increases in p21C€irl after treatment with fibrillar Af
peptide suggest that p21€irl may be involved in the chronic glial response in

Alzheimer’s disease.
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Figure Legends

Figure 1. TNF-a release in microglia-enriched cultures (A) and in astrocyte-enriched
cultures (B) from wild-type (WT) and p21¢irl-/- (KO) mice 24 h after LPS treatment. In
both graphs, the data show the mean + SD of five independent experiments. Data were
expressed as a quotient between LPS treated cells versus their control value. *p<0.05,
Student’s t test.

Figure 2. Nuclear translocation of NF-«B in mixed glial cultures from WT and KO mice
using an anti-p65 subunit antibody. (A) Western blot from nuclear extracts of mixed
glial cultures after 24 h of LPS, IL-1B and IL-6 treatments. p36 was used as a loading
control. This western blot is representative of three independent experiments. (B)
Immunocytochemistry of the mixed glial cultures using the anti-p65 subunit antibody;
a and b control glial cells from wild-type and p21©rl-/- mice, respectively; c and d glial
cells after 24h of LPS treatment; e and f glial cells after 24h of IL-1P treatment; g and h
glial cells after 24h of IL-6 treatment. Images are representative of at least three
independent experiments. Bar= 50um.

Figure 3. Nuclear translocation of NF-«B in microglial-enriched cultures from WT and
KO mice using the anti-p65 subunit antibody. (A) Western blot from nuclear extracts of
microglial cells after 24 h of all treatments. p36 was used as a loading control. This
Western blot is representative of three independent experiments. (B)
Immunocytochemistry of the microglial cultures using the anti-p65 subunit antibody; a
and b control microglial cells from wild-type and p21cirl/- mice, respectively; ¢ and d
microglial cells after 24h of LPS treatment; e and f microglial cells after 24h of IL-1
treatment; g and h microglial cells after 24h of IL-6 treatment. Images are
representative of at least three independent experiments. Bar= 50um.

Figure 4. Nuclear translocation of NF-xB in astroglial-enriched cultures from WT and
KO mice using the anti-p65 subunit antibody. (A) Western blot from nuclear extracts of
astrocytic cells after 24 h of all treatments. p36 was used as a loading control. This
western blot is representative of three independent experiments. (B)
Immunocytochemistry of the astrocyte cultures using the anti-p65 subunit antibody; a
and b control astroglial cells from wild-type and p21C€irl-/- mice, respectively; ¢ and d
astroglial cells after 24h of LPS treatment; e and f astroglial cells after 24h of IL-1§
treatment; g and h astroglial cells after 24h of IL-6 treatment. Images are representative

of at least three independent experiments. Bar= 50um.

275



Anexo C/EBPs en la activacion glial

Figure 5. TLR4 mRNA expression in mixed glial cells. After 6h of LPS treatment no
differences between WT and P21¢irt KO were observed. Data shown the mean + SD of
three independent experiments. The statistical analysis was performed using one-way

ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc test. *p<0.05 versus their control value.

Figure 6. Expression of p21Cirl in glial cells after the different treatments. A, B and C
show the Western blots from mixed glial cultures (A), microglial-enriched cultures (B),
and astroglial-enriched cultures (C) from wild-type mice using an anti-p21cir! specific
antibody. Results were obtained after 24h of LPS, IL-18 and IL-6 treatments. Actin was
used as a marker of protein loading. The Western blots are representative of three
independent experiments. (D) shows the results obtained by immunocytochemistry
using the anti-p21€irl antibody; a, b, and c control cells from mixed glial cultures,
microglial-enriched cultures and astroglial-enriched cultures respectively; d, e and f
show the images from each cell culture type obtained after 24h of LPS treatment; g, h
and i show the results after 24h of L-1f treatment; j, k and 1 show the results after 24h
of IL-6 treatment. Images are representative of at least three independent experiments.

Bar=50pm.

Figure 7. Effect of A peptide forms in glial cells. (A) shows the western blot of nuclear
extracts from mixed glial cultures from WT and KO mice using the p-65 subunit
antibody after 24h of treatment with the oligomeric AP form (OLG) and with fibrillar
AP (FIB). LPS was used as a positive control of glial activation after 24h of the
treatment. p36 was used as a loading control. This Western blot is representative of
three different experiments. (B) shows the appearance by phase contrast microscopy of
the mixed glial cells 24h after the diverse treatments; a and b show the control mixed
glial cells from wild-type and p21€ir! mice respectively; ¢ and d show the glial cells
after treatment with the OLG; e and f show the changes in cell appearance after
treatment with FIB; g and h show the aspect of the glial cells after LPS treatment.

Images are representative of at least three independent experiments. Bar= 50um.

Figure 8. Effect of AP peptide forms on p21Cirl expression in mixed glial cultures. (A)
shows the western blot from nuclear cell extracts using the ant-p21¢ir! antibody. Mixed
glial cultures from KO were used as a negative control to verify the specificity of the

p21¢irt antibody. In WT glial cells, LPS and FIB produce an increase of nuclear p21¢ir!
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protein. p36 was used as a loading control. This Western blot is representative of three
independent experiments. (B) shows the immunocytochemistry after 24h of all
treatments. p21¢irl-/- mixed glial cells (b, d, f, h) were used to verify the antibody
specificity. As in the case of Western blot, only the treatments with FIB (e) and LPS (g)
produced an increase in p21©rlin the nuclei of glial cells; a and b show control cells
from WT and KO respectively; ¢ and d show glial cells after treatment with OLG; e and
f are glial cells after FIB treatment; g and h are glial cells after LPS treatment. Images

are representative of at least three independent experiments. Bar= 50pm.

Figure 9. Expression of p21¢ir! in mixed glial cultures after 24h of FIB treatment. The
p21Cirl  expressing cells in mixed glial cultures were detected by double
immunocytochemistry. Images show p21€irl immunolabelling (left column, a and c)
and CD11b or GFAP immunofluorescence respectively (right column, b and d). After
24h of treatment with FIB, nuclear expression of p21Cirl was observed in CD11b
positive cells (microglia, arrowheads in a, b) and in GFAP positive cells (astrocytes,
arrowheads in ¢, d); a, and b are in the same microscopic field; ¢ and d are in the same

microscopic field. Bar=50um.
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Figure 1.
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Figure 5.
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