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INTRODUCCIO

1.1 LES CEL-LULES GLIALS AL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

Les cél-lules glials constitueixen el 90% de les cél-lules del sistema nervidés central
(SNC). EI terme glia engloba principalment a 3 tipus cellulars: els astrocits i
oligodendrocits (també anomenats macroglia), d’origen neuroectodérmic, i la microglia,
d’origen mesodérmic. Virchow va descriure per primera vegada I'any 1856 la preséncia
al SNC d’un teixit conjuntiu que embolcallava als components nerviosos al que va
anomenar neuroglia, terme que deriva de la paraula grec “gliok” i que vol dir ciment o
cola d’enganxar. A principis del segle XX, gracies a la tinci6 de plata desenvolupada
per Golgi i als treballs de Ramoén y Cajal i Del Rio Hortega es van descriure tres dels
elements cel-lulars que composen la glia: els astrocits, els oligodendrocits i la
microglia. L’estudi del SNC s’ha centrat durant molts anys en les neurones, donada la
seva excitabilitat i el seu paper en la transmissidé nerviosa, mentre que a les cél-lules
de la glia se’ls va atribuir un paper secundari de suport a la funcié neuronal. En els
ultims anys pero s’han realitzat diversos descobriments que han donat una major
rellevancia al paper d’aquestes cél-lules. Tot seguit es descriuran les caracteristiques
dels principals tipus de cél-lules glials, centrant-me sobretot en la microglia, donat que

I'objectiu d’aquesta tesi és estudiar I'activacié microglial i com modular-la.

1.1.1 OLIGODENDROCITS

Caracteristiques i classificacio

Els oligodendrocits son les cél-lules encarregades de constituir les beines de mielina
que envolten axons al SNC (Butt, 2005). Van ser descrites per primera vegada per Del
Rio-Hortega al 1928, qui els va classificar en 4 grups (I-IV) segons el niumero de
processos, la mida de les fibres que mielinitzen i la seva distribucié al SNC (Del Rio-
Hortega, 1928) com s'indica a la taula 1. Aquests grups presenten diferéncies entre si
tant a nivell funcional com morfoldgic (volum i composicié de la mielina que sintetitzen

o numero d’axons que envolten).

Caracteristica Tipus | Tipus I Tipus Il Tipus IV
Numero de
40+ 40+ 10+ cap
processos
Prosencefal, Peduncles, Sortida de les
Localitzacio al Substancia
cerebel i medul-la medul-la oblongata | fibres nervioses
SNC ) blanca ) )
espinal i medul-la espinal del SNC
Cos cel-lular Cos cellular
Morfologia - -
allargat allargat
Axons que 10-30 axons <2 10-30 axons 1 ax6é amb molt
<5 axons 4-15 pm )
envolten gm <2 ym gruix

Taula 1. Classificacio dels oligodendrocits (adaptat de Butt, 2005)
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Origen
Els oligodendrocits s’originen a partir de
cel-lules

poblacions de precursores

provinents de diverses regions del
neuroectoderm, perd a nivell cel-lular
d’'un Unic

podem parlar patr6 de

desenvolupament, tal com il-lustra la
figura 1. Els progenitors perinatals son
cél-lules precursores d'oligodendrocits
(OPCs, de

precursor cells); aquestes cél-lules es

'anglés oligodendrocyte

caracteritzen  per l'expressid6  del
proteoglica de membrana NG2. Alguns
OPCs resten indiferenciats en el cervell
adult, per produir nous oligodendrocits

quan sigui necessari, la resta migren a

Perinatal progenitor
MNGE2+

PDGF-a+
04-

Late progenitor

l 04+
Adult £ NG2+
oligodendrocyte % PDGF-a+
precursar cell GalC—

Pre-myelinating
oligodendrocyte
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PLP/DM20+
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Tirjar
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Mature myelinating
oligodendrocyie

GalC+ |

MEP+ Oligodendrocyie
PLP+ apoptosis

CMNP+ JI

MOG+

TREND'S in Neurosciences

Figura 1. Procés de diferenciacio dels
oligodendrocits. Levin i cols. 2001

les regions que esdevindran substancia blanca i es diferencien a oligodendrocits

immadurs, que encara no tenen la capacitat de formar mielina. Aquests finalment

esdevindran oligodendrocits madurs, capacos de produir mielina i que expressen

marcadors com MBP (de I'anglés myelin basic protein), PLP (de l'anglés proteolipid

protein) i MOG (de I'anglés myelin oligodendrocyte glycoprotein). En el procés de

s S

web Neurophilosophy

Figura 2. Oligodendrocits mielinitzant els axons. Plana

d’OPCs a

oligodendrocits madurs hi juga un

diferenciacié

paper molt important la comunicacié

entre [l'oligodendrocit i l'axé que
acabara  mielinitzant  (Bradl i
Lassmann, 2010).

Funcions

La principal funcié dels

oligodendrocits és la formacio de la
coberta de mielina (veure figura 2).
Aquesta és de gran importancia, ja
que permet la transmissié eficient de
limpuls nerviés al llarg de l'axo, i

n’incrementa la velocitat de
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transmissi6. La manca d’'una correcta mielinitzaci6 comporta I'aparicié de diverses
malalties al SNC, com es descriura més endavant en aquest apartat. La mielinitzacié
€s un procés altament regulat, que necessita una comunicacié entre axons i
oligodendrocits. Se sap que el polimorfisme dels oligodendrocits (tipus I-1V) determina
les funcions dels axons que mielinitza; d’altra banda, una alta activitat eléctrica de I'ax6
indueix una major mielinitzacié (Bradl i Lassmann, 2010). Un sol oligodendrocit pot
mielinitzar diversos axons, pero la mielinitzacié de tots ells no té perque iniciar-se al
mateix moment. Hi ha diverses proteines implicades en aquest procés, que
generalment sén proteines de superficie que regulen el contacte entre axons i
oligodendrocits (Miller i Mi, 2007).

Els oligodendrocits en la patologia del SNC

Els oligodendrocits sén unes de les cél-lules del SNC més sensibles al dany mediat
per estrés oxidatiu (Ness i cols. 2005), donat que tenen una taxa metabolica molt alta, i
per tant generen molts radicals lliures que han de ser metabolitzats. També contenen
grans quantitats de ferro, que pot reaccionar amb el peroxid d’hidrogen, alliberant
radicals lliures d’oxigen que indueixen la peroxidacié dels lipids. A més, tenen una
baixa concentraci6 de glutatio, un péptid amb propietats antioxidants (Bradl i
Lassmann, 2010). Es per aixd que la pérdua d’oligodendrocits i mielina és un factor
comu a diverses patologies del SNC que cursen amb neuroinflamacié. Una de les
patologies on els oligodendrocits i la manca de mielina juguen un paper més important
és l'esclerosi multiple. Es postula que aquesta és una patologia autoimmune, ja que
els pacients tenen cél-lules T CD4+ circulants reactives a la mielina. Aquestes cél-lules
medien una reaccio inflamatoria, que cursa amb infiltraci6 de macrdfags al SNC i

alliberament de citocines, que acaben degradant la mielina (Korn, 2008).

1.1.2 ASTROCITS

Caracteristiques i classificacid

El terme astrocit va ser encunyat per Lenhossek al 1895, i fa referéncia a la morfologia
estrellada que presenten aquestes cél-lules (Matyash i Kettenmann, 2010). Els
astrocits s6n una poblacié molt heterogénia de cél-lules, amb diferents caracteristiques
i propietats. Tot i aixd els astrocits in vivo es poden classificar en dos grans grups
segons la seva morfologia i localitzacio: els astrocits protoplasmics, que es troben a la
substancia blanca i presenten una morfologia globosa, amb diversos processos prims,
i els astrocits fibrosos, presents a la substancia grisa i de morfologia més allargada,
amb processos més llargs i robustos. Aquesta classificacié va ser establerta per

Ramoén y Cajal (1911), i segueix usant-se avui en dia, tot i que s’han descrit altres tipus
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d’astrocits com la glia radial, present només al SNC en desenvolupament, les cél-lules
de Mdller, que es troben a la retina, la glia de Bergmann, present només al cerebel, i
els tanicits, que es troben als ventricles i presenten caracteristiques tipiques d’astrocits
i de glia radial. Els astrocits de les diferents subpoblacions poden diferir en el potencial
de membrana, l'expressio de receptors per a neurotransmissors, 'acoblament per gap
junctions o la senyalitzacié per calci (Matyash i Kettenmann, 2010).

Una conseqliéncia d’aquesta heterogeneitat
és la varietat de marcadors que expressen les
diferents subpoblacions i la dificultat per
trobar-ne un que sigui comu a totes les
poblacions i marqui Unicament [Iastroglia.
Classicament s’ha utilitzat com a marcador
d’'astrocits la proteina acidica fibril-lar glial

(GFAP, de Tranglés glial fibrillary acidic

protein), una proteina de filaments intermedis.

Figura 3. Astrocits en cultiu, marcats
amb GFAP en verd. Plana web de Aquest marcador perd no és present a tots els
Cosmo Bio Co Ltd.

astrocits; a més, hi ha céllules no astroglials
que si 'expressen (Sofroniew i Vinters, 2010). Tot i aixd, la GFAP és avui en dia el que

més s'aproxima a un marcador universal d'astrocits (per a imatge, veure figura 3) .

Origen

Els astrocits tenen un origen neuroectodérmic. El procés de formacié d’astrocits
madurs és complex, i pot variar molt en funcié de I'area del SNC i de la subpoblacié
d’astrocits. Un dels mecanismes més ben estudiats és el de la maduracié d’astrocits a
partir de la glia radial. De fet, aquestes son les primeres cél-lules del llinatge astroglial
en formar-se; durant el desenvolupament del SNC les seves prolongacions ajuden als
neuroblastes a migrar; després retreuen les seves prolongacions i es diferencien en

astrocits madurs.

Funcions

Els astrocits s’han considerat classicament com les cél-lules encarregades de mantenir
I’lhomedstasi del SNC per tal de facilitar la funcié neuronal, realitzant funcions com per
exemple tamponar I'excés de potassi i neurotransmissors, proveir nutrients i suport
estructural a les sinapsis i contribuir a la integritat de la barrera hematoencefalica
(Wang i Bordey, 2008). En els ultims anys pero, se’ls ha atribuit un paper en el control
de la sinapsi neuronal, participant en el que es coneix com sinapsi tripartida (Parpura i

cols. 1994; Araque i cols. 1999); quina és la importancia real dels astrocits en aquest
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procés és encara motiu de controvérsia. Per ultim també cal destacar la importancia de
I'activacio dels astrocits en processos inflamatoris, on la comunicacié astrocit-microglia
participa en el procés neuroinflamatori. Vegem amb més detall algunes de les

principals funcions dels astrocits en condicions no patologiques.

Manteniment de la homeostasi

Els astrocits expressen transportadors de glutamat, acid y amino butiric, (GABA, de
'anglés Gamma Amino Butiric Acid) o glicina, recaptant-ne els excessos en la sinapsi
neuronal. A més, recapten el potassi del medi extracel-lular per evitar canvis bruscos
en la concentracié d’aquest i6, que podrien afectar la transmissié sinaptica. També
participen en el manteniment del pH mitjangant els transportadors de bicarbonat,

bombes sodi/potassi o la bomba de protons/ATP (Sofroniew i Vinters, 2010).

Metabolisme energetic

A les neurones, degut a la seva especialitzacié per a la transmissidé nerviosa, els
manquen moltes de les vies metabodliques necessaries pel manteniment del seu elevat
consum energetic. Els astrocits supleixen aquestes mancances proveint a les
neurones de nutrients i precursors energeétics. Per exemple, la glucosa provinent dels
vasos sanguinies pot passar directament a les neurones, emmagatzemar-se als
astrocits com a glicogen o ser metabolitzada pels astrocits fins formar lactat que

s’allibera al medi per a que el captin les neurones (Wang i Bordey, 2008).

Manteniment de la barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefalica és una estructura selectiva que impedeix el pas de
diverses molécules al SNC. Esta formada per les cél-lules endotelials dels vasos
sanguinis, els pericits i els astrocits (Zlokovik, 2008). Es creu que els astrocits estan
implicats en la formacié i especialitzacié de la barrera, i regulen la seva permeabilitat
(Haseloff i cols. 2005; Abbott i cols. 2006).

Regulacié del flux sanguini

Els astrocits emeten prolongacions cap als vasos sanguinis, i secreten molécules com
prostaglandines, oxid nitric (NO, de l'anglés nitric oxide) o acid araquidonic que
regulen el flux sanguini i el diametre dels vasos. Donat que els astrocits també estan
en estret contacte amb les sinapsis neuronals, poden regular el flux sanguini en funcio
de l'activitat sinaptica (Wolf i Kirchhoff, 2008).
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Regulacié6 de I'activitat sinaptica

L’activitat sinaptica pot induir una excitabilitat en els astrocits. Com il-lustra la figura 4,
I'alliberacié de neurotransmissors a l'espai sinaptic indueix una pujada del calci
intracel-lular als astrocits; aquest increment dels nivells intracel-lulars de calci indueix
la secrecid per part de lastrocit de transmissors com el GABA, l'adenosina i el
glutamat a I'espai sinaptic, que poden regular la comunicaci6é entre les neurones pre i
postsinaptica (Cornell-Bell i cols. 1990; Nedergaad,1994; Parpura i cols. 1994).
Aquesta afirmacio, basada en descobriments duts a terme a principis dels anys 90, ha
portat a parlar del concepte de sinapsi tripartida (Araque i cols. 1999), una teoria que
postula una participacié activa

de Tlastrocit en la sinapsi

Presynaptic Postsynaptic
neuronal, i una comunicacio terminal terminal

entre astrocits i neurones que =
Neuron y . . Neuron
es produiria mitjangant ' '
neurotransmissors i
gliotransmissors. Segons
aquesta teoria, no només les
neurones poden  modular
'activitat dels astrocits, sind
que lactivacié dels astrocits

Substance
release

[

pot influir en la comunicacié
entre neurones. Aquest nou Astrocyte

. ez rocess
concepte trenca amb la visio .

“neurocéntrica” del SNC i ha Eiy
despertat una gran
controvérsia que esta encara  Figura 4. Esquema de la sinapsi tripartida. Allen i Barres,
lluny de ser resolta (Hamilton i 2009

Attwell, 2010).

L’activacié astroglial

Es coneix com a astrogliosi reactiva el conjunt de canvis en la morfologia cel-lular i
I'expressido molecular que pateixen els astrocits en resposta a alteracions o danys al
SNC. D’una banda poden produir i alliberar mediadors inflamatoris com el NO, el factor
de necrosi tumoral-a (TNF-a, de l'angles tumor necrosis factor-a), o les interleucines
(ILs) entre d'altres, que poden ajudar a la microglia activada a eliminar el dany
desencadenant de la resposta. D’altra banda, alliberen factors trofics i neuroprotectors

per tal d'ajudar les neurones a recuperar-se del dany produit, evitant que la mort
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neuronal sigui major. En alguns casos també es produeixen canvis en la proliferacio
cel-lular, per omplir 'espai deixat per les neurones mortes, el que déna lloc a la
formacié de la cicatriu glial. Aquesta cicatriu té un efecte beneficiés ja que conté la
inflamacié al lloc on s’ha produit el dany, evitant la propagacioé del dany (Sofroniew,
2009). En l'astrogliosi és molt important la comunicacié entre els astrocits i la resta de

cél-lules del SNC, en especial la microglia.

Els astrocits en la patologia del SNC

Com ja s’ha descrit en aquest apartat els astrocits estan implicats en una amplia
varietat de processos al SNC i, per tant, juguen un paper en la majoria de patologies
del SNC. S’ha descrit una implicacio dels astrocits en la malaltia d’Alzheimer, havent-
se descrit la preséncia d’astrocits reactius al voltant dels agregats de péptid 3 amiloide
(AB) a les plaques senils (Thal i cols. 2000). A l'esclerosi multiple hi ha autors que
postulen que la preséncia d'astrocits és perniciosa, ja que secreten factors
proinflamatoris toxics per a oligodendrocits i neurones, i formen la cicatriu glial que
impedeix la regeneracié axonal. Altres autors en canvi defensen que els astrocits
creen un microambient favorable per a la remielinitzacié (revisat a Williams i cols.
2007). Una de les patologies on es coneix més el paper dels astrocits és en el
traumatisme de la medul-la espinal, on els astrocits formen una cicatriu glial. Aquesta
té un efecte beneficios al impedir que la inflamacié i els factors alliberats
(potencialment neurotoxics) difonguin més enlla del lloc on s’ha produit el dany
neuronal, pero t¢ com a conseqiéencia la inhibicié del creixement axonal i la seva
regeneracio (Silver i Miller, 2004). Els astrocits també estan implicats en la isquémia
cerebral, ja que regulen el flux sanguini, poden suplir la manca de glucosa sintetitzant-
ne a partir dels diposits de glicogen i son capagos de metabolitzar les espécies
reactives d’oxigen, el glutamat i altres metabdlits que s’alliberen com a conseqiéncia
de la deprivacio d’oxigen. Els astrocits també poden constituir tumors; els astrogliomes

sbn els tumors intracranials més comuns i uns dels més letals (Furnari i cols. 2007)

1.1.3 MICROGLIA

Caracteristiques i classificacio

La microglia va ser descrita per primera vegada per Pio del Rio Hortega (del Rio
Hortega, 1919), qui la va anomenar “el tercer element” (per distingir-la de les neurones
i els astrocits) i va estudiar-ne per primera vegada la morfologia i el procés d’activacio.
Les cél-lules de la microglia constitueixen el sistema immunitari resident del SNC, sent

la seva funcié principal rastrejar el medi i respondre davant de patdgens o alteracions
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al parénquima nerviés. Degut a la seva funcio, son cél-lules amb una alta capacitat de
migrar, proliferar i fagocitar; a més, poden presentar antigens i produir mediadors pro o

antiinflamatoris (Hanisch, 2002; Haas i cols. 2008) tal com s'il-lustra la figura 5.

Recoghitiop,

{ Heat-shock proteins { 3
‘arious Cytokines, Apoptotic Cells | 4 AB
ind Chemokines HMGB1 i RNA  { pmcai
AP Zymosan

Prostaglandin E2 IL-1B
Glutamate IL-6
H202 TNF-or

& H Bradykinin
£ igem 5 PACAP
¥ CX3CH1: R L A Substance P

i % Acetylcholine
%, Dopamine
; i *, Norepinephrine
a7 H % GABA
; i %, Glutamate

cx3cLi | Semaphorin 3A

Figura 5. Funcions de la microglia i proteines implicades en elles.
Lucin i Wyss-Coray, 2009

L’activacio de la microglia és un procés que implica un canvi fenotipic, tant a nivell de
morfologia com de sintesi de molécules. Classicament es parla de 3 estats d’activacio:
la microglia quiescent, la microglia activada i la microglia ameboide. La microglia
quiescent correspon a l'estat basal de la microglia i presenta una morfologia
ramificada, emetent prolongacions per rastrejar el parénquima. Per aix6 se I'ha
rebatejat com microglia rastrejadora (Hanish i Kettenmann, 2007). La microglia
activada és el fenotip de resposta a un estimul, ja sigui pro o antiinflamatori, que es
caracteritza per la preséncia de ramificacions més engruixides i curtes, i la secreci6 de
factors com quimiocines i citocines. La microglia ameboide té una morfologia
arrodonida, sense prolongacions, i s’encarrega de fagocitar (Streit, 2002; Kim i de

Vellis, 2005). La taula 2 indica I'expressié diferencial de diversos marcadors en
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aquests tres fenotips. Cal tenir clar perd que aquesta classificacié no és estanca, i que,

per exemple, la microglia activada també pot fagocitar. A més, una cél-lula pot passar

d’un estadi d’activaci6 a I'altre (Schwartz i cols. 2006; Hanish i Kettenmann, 2007).

Quiescent Activada Fagocitica
Proliferacio -/+ + +
Marcadors de macrofags (CD68) - -/+ -/+
CD11b (CR3 del complement) + + H
MHC classe |l -/+ + +
CD4 -+ + +
CD8 - -/+ +

Taula 2. Caracteristiques fenotipiques dels diferents
estadis de la microglia. Adaptat de Streit, 2005.

Com a céllula immunitaria, la microglia expressa marcadors com proteines del

complex major d’histocompatibilitat Il (MHC, de l'anglés major histocompatibility

complex 11) i receptors del complement, que permeten marcar-les de forma especifica

per diferenciar-les de la resta de cél-lules glials i neuronals. Alguns dels marcadors

més utilitzats sén el CD11b, component del receptor del complement CR3, I'lba-1, una

proteina de senyalitzaci6 de membrana (figura 6), o determinades lectines, que

marquen les glicoproteines de membrana, tot i que aquestes ultimes s6n menys

Figura 6. Morfologia de la microglia in
vivo marcada amb anticos anti-lba-1.
Plana web de Biocare medical.

especifiques (Streit, 2005). La microglia
perd, no és una poblaci®6 homogénia de
cél-lules, el seu fenotip depén molt del
microambient on es trobi, com demostra el
fet que microglia de diferents arees
cerebrals expressa diferents nivells de
determinats marcadors de superficie; és el
cas del CD11b, la fractalcina (CXCR3) o la
molécula de senyalitzacié neurona-microglia
TREM-2 (de [Il'anglés triggering receptor

expressed in myeloid cells) (Schmid i cols.
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2002; Haas i cols. 2008). A més, hi ha diferéncies a nivell de morfologia cel-lular i

densitat (Lawson i cols. 1990).

Un inconvenient a I'hora de caracteritzar la microglia és la manca d’'un marcador
especific que permeti diferenciar-la dels macrofags infiltrants (Carson i cols. 2007).
Una estratégia que es pot utilitzar és la relaci6 CD11b/CD45, ja que estudis realitzats
amb citometria de flux demostren que els macrofags expressen majors nivells de
CD45. Es poden aixi diferenciar dues poblacions: CD11b+/CD45 baix, corresponent a
la microglia resident, i CD11b+/CD45 alt, corresponent als macrofags infiltrants (Ford
et al. 1995).

Origen

La microglia és l'unica céllula glial que no deriva del neuroectoderm sin6é del
mesoderm, ja que pertany al llinatge mielomonocitic. El seu origen ha aixecat forga
controvérsia, i encara avui no esta clar quina és la provinenca exacta de les cél-lules
microglials. Durant els primers estadis del desenvolupament embrionari es produeix
una entrada al sistema nerviés de precursors d’origen mesodérmic. Aquestes cél-lules
arriben al sistema nerviés per vies extravasculars, i s’acumulen en llocs concrets del
SNC formant les anomenades fonts de microglia, des d’on migren a la resta del
parénquima nerviés, diferenciant-se progressivament de precursors a cél-lules
microglials madures (Streit, 2005). Un estudi recent postula que els precursors
mesodérmics que colonitzen el SNC sén precursors de macrofags que provenen del
sac viteli (Ginhoux i cols. 2010). En estadis perinatals es produeix un increment
considerable en la poblacié de cél-lules microglials. Classicament s’ha considerat que
aquest increment és degut a I'entrada de precursors microglials a través dels vasos
sanguinis (Ling i Wong, 1993), pero recentment hi ha autors que postulen que és degut
a la proliferacié de la microglia ja existent al SNC (Ransohoff i Cardona, 2010). A
I'adult, en condicions basals la microglia té capacitat per autorenovar-se. En situacions
patologiques, la poblacié de la microglia augmenta, en part degut a la proliferacio de la
microglia resident, en part per I'entrada de cél-lules mieloides perivasculars. Cal tenir
en compte que en condicions no patoldgiques la contribucio de les cél-lules sanguinies

a la poblacié microglial és insignificant (Ajami i cols. 2007).
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Funcions

Les ceélllules de la microglia sén el sistema immunitari resident del SNC, la seva
principal funcié per tant és rastrejar el medi i activar-se en preséncia de patdgens per
tal d'eliminar-los (veure figura 5). Una reacci6 inflamatoria de la magnitud de la que es
déna a nivell sistéemic podria causar danys irreparables al parénquima nervidés per
diverses raons (Lucas i cols.2006; Lehnardt, 2010). D’'una banda, la inflamacio
sistémica comporta 'acumulacié de liquid i 'increment de volum de la zona danyada,
el SNC pero es troba en un compartiment estanc i un petit increment de mida podria
resultar fatal. A més, els factors proinflamatoris alliberats en aquesta resposta poden
tenir efecte toxic sobre les neurones, un dany irreparable donat que practicament no
existeix neurogénesi a I'adult. Per aixo I'entrada de mondcits i leucocits circulants esta
altament regulada mitjangcant la barrera hematoencefalica, i és la microglia qui

s'encarrega principalment

Abbreviation Full name del control immunitari del
GROw growth regulated oncogene a ]
IL-1a/1L-1R interleukin-1o/-1p SNC. Hi ha autors que
IL-1ra j.ntE-rleukJ:.n-l recaptor antagonist
IL3 interleukin-3 defensen que la magnitud
IL-& interleukin-&
IL& interleukin-8
IL-10 interleukin-10 de la resposta
IL-12 interleukin-12 ; - ; ;
145 interlotkin. 15 inflamatoéria que pot induir
IL-18 interleukin-18, alzo interferon-y inducing factor T
(1GIF) la microglia (com la
IP-10 gamma interferon inducible protein-10 B . L .
MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1 sintesi de citocines i
M-CSF macrophage colony stimulating factor L
M macrophage derived chemokine quimiocines 0 la
MIP-1e/MIP-1p macrophage inflammatory protein-1at1p
MIP-2 macrophage inflammatory protein-2 presentacio d'antigens)
MIP-3p macrophage inflammatory protein-3p
TR fransforming growth factor és molt inferior a la de les
THNFw tumor necrosis factor o
BANTES regulated on activation, normal T cell L. . s
expressed and secreted cellules immunitaries
Taula 3 Citocines i quimiocines secretades per la microglia. circulants  (Streit, 2002).

Hanisch, 2002. Altres autors en canvi

postulen el contrari, ja
que les concentracions d’alguns marcadors proinflamatoris sén majors a processos
inflamatoris que es donen al SNC que a processos inflamatoris sistéemics (McGeer i
McGeer, 2003). En qualsevol cas, sigui quin sigui el “potencial inflamatori” de la
microglia, cal tenir en compte que [l'activacié microglial esta sota la regulacié de
factors inhibidors propis del SNC (Neumann, 2001). Tot i aix0, la microglia al activar-se
pot secretar una gran varietat de citocines, tant proinflamatdries com antiinflamatories,
i quimiocines, que poden atraure cél-lules perivasculars a envair el parénquima, tal

com s'indica a la taula 3.
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Degut a qué el rol de la microglia s’ha estudiat més ampliament en la patologia,
classicament es té la idea que la microglia esta quiescent en el SNC sa, i és en
resposta a un dany quan s’activa i comengca a desenvolupar la seva funcié
immunitaria. Treballs recents realitzats in vivo mitjangant microscopia de dos fotons
(Davalos i cols. 2005; Nimmerjahn i cols. 2005) han demostrat que la microglia actua
com a sensor en tot moment i no només quan rep una senyal d'alerta, estenent
processos cap al parénquima de forma molt dinamica; per aixo ara es tendeix a parlar
de la microglia no activada com a "rastrejadora" en comptes de quiescent (Hanisch i
Kettenmann, 2007).
La microglia no només rastreja el parénquima buscant cossos estranys, també
controla I'activitat de les altres cél-lules del SNC; esta ampliament demostrat que
senyals emeses per astrocits o neurones poden activar la microglia tant en un fenotip
proinflamatori com antiinflamatori (Neumann, 2001; Ovanesov i cols. 2008; Graeber i
Streit, 2010). Els astrocits poden modular la magnitud de I'activacié microglial regulant
- lactivaci6 de vies de

b o
I.' - i |'|[|]_-)"'h|5|rﬁ|

Levelopmental senyalitzacié implicades en

PP aELs

kﬁx & Migroiad la resposta inflamatoria,
@ —— o regulant aixi la produccié
4 il v
Immmature HE?' /-:- e de mediadors
neorem L
Svnarogencsiy proinflamatoris com el NO
- Sola i cols. 2002; Tichauer
!
X i cols. 2007). Pel que fa a la
1 \lil.'lllgliﬂ control dey |.'.l||‘.||||.'|'|'.|] APIPOSS.
Microglia to neurons 27 Microglial control synaplic development regulacic') de I'activacio
3z Microglia regulate synaptic propertics.
4z Microglia engulf dead neurons. microg|ia| per part de les
Meuron b 1||iL:|||;-_"|i.| &= Wenrmml actv iy infuibrs |::irn:|:'||:|l activation,

neurones (veure figura 7),

6 Damaged neurons induce microglial sctivation.

Figura 7. Comunicacio neurona-microglia. Regulaci6 de
l'activitat neuronal per la microglia i viceversa. Bessis i cols.
2007 microglia expressa una

cal tenir en compte que la

gran varietat de receptors
per a neurotransmissors, l'activacié dels quals modula la seva activacié (Pocock i
Kettenmann, 2007). Aixi per exemple l'activacié dels receptors ionotropics de glutamat
modula lalliberament microglial de TNF-o. (Hagino i cols. 2004), els receptors
metabotropics de glutamat poden decantar I'activacié microglial cap a neurotoxicitat o
neuroproteccié (Taylor i cols. 2003; Taylor i cols. 2005) i els receptors purinérgics
regulen la seva migracio (Ohsawa i cols. 2007).
Les cel-lules microglials també juguen un paper en la transmissié nerviosa regulant les
sinapsis, ja sigui en el SNC en desenvolupament, expressant molécules extracel-lulars

que ajuden a la formacio de sinapsis (Christopherson i cols. 2005) o en el cervell adult,
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emeten processos cap a les sinapsis, regulant la freqliéncia d’aquests contactes en
funcié de l'activitat sinaptica (Wake i cols. 2009). La microglia també juga un paper en
la regulacié de 'homeostasi del glutamat, recaptant-lo del medi extracel-lular amb el
transportador sodi depenent GLT-1. Tot i que aquest transportador es troba
principalment en astrocits, la microglia activada en models d'axotomia o d'estimulacio
amb lipopolisacarid (LPS) també n'expressa (Loépez-Redondo i cols. 2000; Persson i
cols. 2005). Cal tenir en compte perd, que el glutamat recaptat per la microglia és al

voltant d'un 10% del recaptat pels astrocits (Persson i cols. 2005).

En situacions de patologia com la isquemia cerebral el contacte entre els processos
microglials i les sinapsis es prolonguen més i acostumen a anar seguits per una
desaparicié de la sinapsis (Wake i cols. 2009). Aixo ha portat a proposar que la
microglia monitoritza el circuit nervidés del SNC, modulant la desaparicié de sinapsis

quan aquestes no s’han format correctament (Bessis i cols. 2007; Trapp i cols. 2007).

La microglia en la patologia del SNC

La preséncia de microglia reactiva s’ha descrit en practicament totes les malalties
neurodegeneratives, com per exemple la malaltia d’Alzheimer, la malaltia de
Parkinson, la malaltia de Huntington, o I'esclerosi lateral amiotrofica (ELA) (Lobsiger i
Cleveland, 2007; Farfara i cols. 2008). Hi ha una certa controvérsia sobre si la
preséncia de microglia activada en aquestes patologies és beneficiosa o perjudicial ja
que, si bé un procés inflamatori activat de forma controlada per un periode curt de
temps té un efecte positiu, en una inflamacié exacerbada i cronificada els efectes
nocius poden acabar sent més importants que els beneficiosos (Lucas i cols. 2006;
Lehnardt, 2010).
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1.2 LA COMUNICACIO ENTRE NEURONES | MICROGLIA

La microglia i les neurones es comuniquen de forma constant tant en condicions
fisiologiques com en la patologia. Les senyals implicades en aquesta comunicacié es
poden classificar en dos tipus: les senyals on i les senyals off (Biber i cols. 2007), com
indica la figura 8. Les senyals on s6n molécules la preséncia de les quals activa la
microglia. En condicions fisioldogiques no es troben al parénquima, o ho fan en baixes
concentracions; exemples d’aquestes molécules serien el glutamat, purines,
quimiocines o també cossos estranys com patdgens o acumulacions de proteines

intracel-lulars.
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Figura 8. Senyals "Off" (a) i "On" expressades per les neurones. Biber i
cols. 2007
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Cal destacar que hi ha senyals on, com el LPS, que indueixen una activaci6 amb
fenotip proinflamatori mentre que d'altres, com la IL-4, indueixen una activacié amb
fenotip antiinflamatori (Butovsky i cols. 2005). Les senyals off s’expressen
constitutivament, mantenint la microglia en un estat no activat, creant un ambient
immunodeprimit, que es coneix com a "immunoprivilegiat". La seva manca és el que
indueix el fenotip proinflamatori a la microglia. Aquestes senyals permeten a la
microglia respondre a danys "desconeguts”, ja que no cal un receptor que reconegui
cada dany concret, només la interrupcié de la comunicacio ja s'interpreta com a senyal
de perill (Hanisch i Kettenmann, 2007). Dins d'aquesta categoria trobem molécules
com les parelles lligand-receptor fractalcina-CX3CR1, CD47-SIRPa i CD200-CD200R.
La comunicacié entre neurones i microglia, tant on com off, es pot donar mitjangant
senyals solubles, com neurotransmissors o peéptids secretats per neurones que

s'uneixen a receptors microglials, o contacte cél-lula-cél-lula (veure figura 9).

1.2.1 COMUNICACIO MITJANGANT NEUROTRANSMISSORS

Els neurotransmissors, en ser alliberats a I'espai presinaptic poden difondre pel medi
extracel-lular, estenent aixi la senyalitzacié més enlla de la neurona postsinaptica. Les
cél-lules microglials presenten receptors per a practicament tots els neurotransmissors,

el que els permet detectar els canvis en la concentracié dels neurotransmissors que es

) H . - =
donen a causa d'alteracions en Neuron  ponansmirers. Microglia
l'activitat neuronal i respondre en

Clutamate
conseqliéncia (Pocock i — @ miGlul
GARA
Kettenmann, 2007). Alguns — D GABAR
neurotransmissors actuen com a Catecholamines
senyals off, ja que es troben
. . . '1.'I i ot
presents al medi en condicions Pepiides.
, N Co22
basals i tenen un efecte inhibidor — o D45
sobre la microglia, i baixades en la i T e
seva concentracid activen a la Fracialkine CXICRI
microglia; altres neurotransmissors
es comporten com a senyals on, Contact.
. C Fractalkine = S—aD CXICRI
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Figura 9. Vies de comunicacié neurona-
microglia. Bessis i cols.2007
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La majoria de neurotransmissors inhibeixen la produccié microglial de citocines
proinflamatories (Bessis i cols. 2007). Alguns exemples d'aquest efecte son el GABA,
que redueix la secrecié microglial de diverses citocines en resposta al LPS (Kuhn i
cols. 2004), la glicina, que inhibeix la secreci6 de citocines proinflamatories i la
capacitat fagocitica dels macrofags perivasculars (Schilling i Eder, 2004) i la
noradrenalina, que en cél-lules microglials estimulades amb LPS redueix I'alliberament
de NO (Chang i Liu, 2000), TNF-a i IL-6 (Farber i cols. 2005).

Altres neuromoduladors s'alliberen en resposta al dany i estan implicats en la
quimiotaxi de la microglia cap al lloc de la lesi6. Dos dels més importants sén I'ATP i
els endocannabinoides. Els agonistes dels receptors cannabinoides CB, estimulen la
proliferacié i migracié de la microglia (Franklin i Stella, 2003). L'estimulacié dels
receptors purinérgics incrementa la capacitat fagocitica (Davalos i cols. 2005; Koizumi i
cols. 2007) i la manca del receptor purinérgic P2Y 1, resulta en una capacitat menor de
la microglia per migrar i estendre processos (Haynes i cols. 2006). Aquestes molécules
doncs, actuen com un senyal per a la microglia, indicant on hi ha un dany i facilitant-ne
la migracio.

La regulacié de I'activacié microglial per part del glutamat és forca més complexa. El
glutamat és un neurotransmissor excitador, que pot induir neurotoxicitat quan es troba
present a concentracions elevades; de fet s'han descrit alteracions en 'lhomeostasi del
glutamat en moltes malalties neurodegeneratives (Pocock i Ketenmann, 2007). Hi ha
dos tipus de receptors glutamatérgics: els ionotropics i els metabotropics. La microglia
expressa receptors ionotropics, sobretot del tipus AMPA (acid o-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoazolepropionic), i receptors metabotropics dels grups |, Il i lll. L'activacié
dels receptors AMPA en microglia inhibeix la secrecié6 de TNF-a (Trika i Koistinaho,
2001). L'estimulacié dels receptors metabotropics tipus Il indueix l'activacié de la
microglia resultant en un efecte toxic tant per les neurones com per a les propies
cél-lules microglials (Taylor i cols. 2005). L'estimulacié dels receptors metabotropics
tipus Il per contra disminueix la toxicitat de la microglia. (Taylor i cols. 2003). Aquesta
regulacié diferencial del glutamat doncs podria actuar com un mecanisme de
retroalimentacié negativa.

L'efecte de cada neurotransmissor sobre I'activacié glial s'explica més detalladament a

la taula 4.
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Receptor

Subtypes

Functional activity

Glutamate, ionotropic

AMPA

NMDA

mBMA flip wvariants of GluRs 1-4

mEMA flop variants of GIUR2 and GluR4
NR1 subunit expressed after transient
forebrain ischasmia

Glutamate, metabotropic

Group |
Group 1l
Group 11

GAEBA

Purinergic
ATP

Adenosine

Cholinergic

Cannabinoid

Adrenergic

Diopamine

Opioid

MOR

KOR

Neuropeptide
Substance P
EBradykinin
PACAP or VIP

mGIuR1 and mGluR5a mRNA
miEluR2 and mGluR3 mENA and protaein

mGluR4, -6 and -B {but not -7) mRNA and
protain

GABAlz), GABAlg) GABAlz) and
GABAls;zl proteins

GilGo-coupled P2Y 1Y, Yo Ya and Yzl
P2X X4, ¥q and X4}, P2Y3 and

P2Xs mRMA and protein

P2%z

P2¥g

P2X;

P2Xs
Ala
A3
o7 nAChR subunit
CB; receptor expressed in pervascular

microglia
CBy, CB; and abn-CEBD

mBEMA for al, «2, 81 and
B2 [but not p3)

D0y- and Dy-like recaptors, expression
inferred from function

MOR and KOR mRMNA

MOR3 in cat and rat microglia

MOR mBEMA constitutively axpressed in
cultured human foetal microglia

neurckinin-1 {NK-1)
B, and By
VPACT

GluR1 and GluR3 in flip form.
Modulate THFa release.
Mo functional activity shown so far.

Agonist 15,3R-ACPD induces increased Ca®*,

Activation of mGIuR2 induces neurotoxic microglial phenotype and
THFx releasa.

Activation is protective of microglia and neurones when microglia ar
axposad to activating stimuli.

Group I and lll negativaly coupled to adenylate cyclase.

Stimulation of GABAg leads to activation of a K* conductance; attenuates
LPS-induced interleukin releasa.

Agonists cause a cationic conductance, increased K* conductance and
increased intracellular C&®; membrane ruffling and chemotaxis.

Modulate movement of microglial fine processes.

Activation induces chemotaxis.

mBMA and mceptor protein is upregulated on microglia after neuronal
injury; fundtions as a mediator of microglial phagocytosis; responds to UDP.
Triggars TMFx releaza.

Controls endocannabinoid-2-arachidony g lycerol production;

requiras high ATP concentmation.

Modulates superoxide production.

Activation implicated in neuropathic pain pathways.

Activation induces chemotaxis.

Induces axprassion of NGF, COX-2 mRNA and synthesis of PGE;.
Supprasses LPS-induced TNFa release.

ACh or nicotine inhibits LPS-induced TNFa releasa.
Nicotine attenuates gpl20 or IFMy-induced microglia activation.

Activation reduces microglial toxicity and cytokine secretion.

Present on cultured microglia.

Mon-specific activation of cannabinoid receptors suppresses microglial
activation and neurctoxicity.

Stimulation of CB; and abn-CBD increases cell migration.

Stimulation of CB; induces proliferation and blocks microglial activation
induced by AR .40

Agonists decrease mRMNA for IL-6 and TP,

Functional noradrenemic receptors identified on cultured microglia and

in acutaly isclated brain slices; modulates membrane currents; supprasses
cytokine and MO releasa.

g-adranergic agonist: isporoteranol; inhibits PMA-induced

suparoxide production.

B2 agonists inhibit LPS-induced |L-12p40 release and suppress proliferation.

Functional dopamine receptors identified on cultured microglia and in
acutely isolated brain slices; modulates membrane currents; suppresses
WO release; promotes migration.

Evidence of MOR and KOR function and an opicid-receptor-

indepandent pathway.

Agonists induce ameboid phenotype in microglia, chemotaxis and
BOMF-gene exprassion.

Morphine inhibits C5a and RANTES chemotaxis and LPS- or IL18-induced
productionot RANTES.

KOR agonists prevent cytokine- or PMA-induced superoxide production,
HIV-related toxicity and quinolinate release from human foetal microglia.

Modulates chemotaxis; activates of NADPH oxidase.
Increases microglial motility; mleases MO and PGE; .
Inhibits production of inflammatory chemokines and cytolines.

Taula 4. Expressio i funcié dels receptors de neurotransmissors a la microglia. Pocock i
Ketenmann 2007.
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1.2.2 COMUNICACIO MITJANGANT PEPTIDS

Hi ha diverses molécules solubles secretades per les neurones que poden modular
I'activacié microglial. Una de les més estudiades és la fractalcina, també coneguda
com a CX3CL1, una quimiocina constitutivament expressada a neurones (Bazan i cols.
1997), mentre que el receptor (CX3CR1) s'expressa a la microglia. La fractalcina es
troba en dues formes: ancorada a la membrana o soluble. Chapman i cols. (2000) van
descriure que la forma de membrana pot ser secretada per les neurones en resposta a
estimuls excitotoxics, actuant com a quimiocina per reclutar cél-lules microglials al lloc
on s'ha produit el dany neuronal. Quan es troba ancorada a la membrana actua com a
senyal off, inhibint la resposta de la microglia. Estudis realitzats amb ratolins deficients
per a la fractalcina han demostrat que aquesta proteina inhibeix I'activacié microglial i
la secrecio microglial de TNF-a tant in vitro (Zujovic i cols. 2000) com in vivo (Zujovic i
cols. 2001). Pel que fa al receptor, la seva manca augmenta la neurotoxicitat de la
microglia en resposta a un dany (Cardona i cols. 2006) i inhibeix I'apoptosi microglial
(Bohem i cols. 2000). Els resultats obtinguts in vivo usant models animals de malalties
neurodegeneratives als que s’ha deleccionat CX3CR1 s6n més controvertits. Alguns
autors defensen que la manca del receptor empitjora la simptomatologia de patologies
com la ELA (Cardona i cols. 2006) o I'Alzheimer (Bhaskar i cols. 2010). Altres autors
en canvi, han demostrat que 'abséncia de CX3CR1 atenua els signes de I'Alzheimer,
(Lee i cols. 2010; Liu i cols. 2010; Fuhrmann i cols. 2010).

Un altre péptid neuronal implicat en la comunicacié neurona-microglia és el CD22.
Aquesta molécula s'expressa a la membrana neuronal i s'allibera en resposta a un
dany (Tan i cols. 2000; Mott i cols. 2004). El seu receptor és el CD45, una proteina de
membrana amb activitat tirosina-fosfatasa que s'expressa a nivells elevats a macrofags
i a nivells més baixos a la microglia (Ford et al.1995; Tan i cols. 2000), tot i que
I'expressié a aquestes cél-lules augmenta quan s'activen (Carson i cols. 1998).
L'activacié del CD45 inhibeix la secrecié de TNF-a (Tan i cols. 2000). Estudis realitzats
en cocultius neurona-microglia demostren que les neurones secreten CD22, que
s'uneix al receptor microglial CD45 induint una inhibicié de la secrecié de TNF-a (Mott
i cols. 2004).

1.2.3 COMUNICACIO MITJANGANT CONTACTE

La microglia i les neurones es poden comunicar mitjangant contactes ceél-lula-cél-lula
(veure figura 10), que es donen a partir de contactes entre lligands i receptors de
membrana. Aquest és un camp d'estudi relativament nou i encara es coneixen poc tant
les molécules implicades com les seves funcions al SNC. Un exemple d'aquesta

senyalitzacié és la que es dona entre el lligand SIRPa i el receptor CD47. Estudis
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realitzats en macrofags periférics demostren que aquesta senyalitzacié té un efecte
inhibidor en la funcié fagocitica d'aquestes cél-lules (Okazawa i cols. 2005). Es coneix
molt poc sobre el paper de CD47-SIRPa en la comunicacié entre microglia i neurones.
Se sap que CDA47, el receptor, s'expressa a neurones i SIRPa, el lligand, a la microglia
(Bessis i cols. 2007). També es coneix que el SIRPa esta implicat en el paper
neuroprotector del BDNF (Ohnishi i cols. 1999), perod sén necessaris més estudis per

coneixer el paper en la modulacié de I'activacié microglial.

Un altre mecanisme de

f“
b

& 0y | senyalitzaci6 es  déna
! mitjancant el receptor TREM-

2 Aquesta molecula

% s'expressa a la microglia, a
B P les cél-lules dendritiques i als
G A osteoclasts (Colonna, 2003) i
no té lligand conegut, tot i
- que se n'han postulat alguns,
com components de la paret
bacteriana (Daws i cols.
2003), la heat shock protein-

b el 60 (Stefano i cols. 2009) o

5 sscontrab e L fact t |
Figura 10. Microglia (m) envoltant una sinapsi (pre i actors presents - a ©s
post). Wake i cols. 2009. neurones apoptotiques (Biber

i cols. 2007). EI TREM-2 és
una senyal on, ja que no es troba activat normalment i és la seva estimulaci6 la que
desencadena una resposta microglial, en aquest cas augmentant la capacitat
fagocitica de la microglia (Takahashi i cols. 2005). Estudis realitzats amb microglia en
la que el TREM-2 va ser silenciat van demostrar que la seva manca indueix una
baixada en la capacitat de fagocitar les neurones apoptotiques. A més, la microglia
presentava un major estat d’activacié, amb un augment de la transcripcié dels gens de
IL-1B8, TNF-a i sintasa induible d'oxid nitric (iNOS, de I'anglés inducible nitric oxide
sythase) (Takahashi i cols. 2005). Aquests resultats es van confirmar estimulant
macrofags del ratoli deficient per a TREM-2 amb agonistes dels TLRs (de I'anglés foll-

like receptors); els macrofags TREM-27 secretaven més IL-6 i més TNF-o (Turnbull i

cols. 2006).
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Un tercer mecanisme de senyalitzacié mitjancant contacte neurona-microglia és el
sistema de lligand-receptor CD200-CD200R. EI CD200 (anteriorment anomenat OX-2)
és una glicoproteina de membrana que pertany a la familia de les immunoglobulines i
al SNC s'expressa de forma constitutiva a neurones (Hoek i cols. 2000; Wright i cols.
2001). El receptor, CD200R, s'expressa a les cél-lules de la linia mieloide (Wright i
cols. 2000), per tant a microglia al SNC. Aquest receptor t& només una isoforma a
humans, perd 4 en ratolins (Wright i cols. 2003), sent CD200R1 la unica isoforma
inhibitoria i la dnica capag¢ d’unir-se a CD200 (Minas i Liversidge, 2006). La funcié del
CD200 és inhibir I'activacié de monocits, cél-lules dendritiques i macroéfags, unint-se
al receptor CD200R1 que expressen aquestes cel-lules. Al SNC, el CD200 contribueix
a establir I'estimul inhibidor sobre la microglia, fent que aquesta es mantingui en un
estat quiescent en condicions basals (Barclay i cols. 2002), actuant doncs com un
senyal off. Estudis realitzats en ratolins deficients per a CD200 mostren un augment de
I'activacio de la microglia, els macrofags i les cél-lules dendritiques (Hoek i cols. 2000).
Pel que fa a estudis realitzats amb ratolins deficients per al receptor, aquests mostren
un augment en la produccié de TNF-o, tant a nivell basal com després de I'estimulacio
amb LPS (Boudakov i cols. 2007). S’ha descrit perd una forma truncada de CD200
(CD200y), que és soluble i té efectes antagonics al CD200 de membrana, i reverteix
I'efecte inhibitori de la senyalitzaci6 CD200-CD200R sobre la produccié de citocines

proinflamatories a cultius de limfocits (Chen i cols. 2008).

1.3 L'ACTIVACIO MICROGLIAL

131 ROL DE L'ACTIVACIO MICROGLIAL EN LES MALALTIES
NEURODEGENERATIVES

La microglia és la primera linia de defensa de la resposta immune innata al SNC.
L'activacidé microglial és un procés altament regulat que permet una resposta rapida al
dany. La seva funcié en aquestes situacions és, d’una banda, secretar citocines i
quimiocines, que recluten i activen a altres cél-lules (macrofags periférics, astrocits o
cél-lules de la microglia d’altres regions) i de I'altra fagocitar restes cel-lulars i els
cossos estranys que poden estar presents al parénquima nerviés, com per exemple
els diposits d’AP als malalts amb Alzheimer o els cossos de Lewy als malalts de
Parkinson. Hi ha autors que postulen que aquesta funcié fagocitica no la realitza
només la microglia resident del SNC, sin6 que també és necessaria la infiltracié de
microglia derivada de la medul-la dssia (Kang i Rivest, 2007; Boissonneault i cols.
2009). L’activacio microglial perd, inclou l'alliberament de substancies potencialment

neurotoxiques que poden acabar agreujant el dany que pretenien eliminar,
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desencadenant una retroalimentacié positiva que acaba mantenint la glia en un estat
d’activacié constant i independent de la molécula o senyal neuronal que ha iniciat el
procés inflamatori (Lucas i cols. 2006; Glass i cols. 2010). Es creu que la
neuroinflamacié té una gran importancia en la progressi6 de les malalties
neurodegeneratives, ja que s’ha descrit la preséncia de microglia activada en les
malalties neurodegeneratives més prevalents, com la malaltia d’Alzheimer o la malaltia

de Parkinson.

Malaltia d'Alzheimer

La malaltia d’Alzheimer és una de les malalties neurodegeneratives més prevalents, i
es caracteritza per pérdues de memoria i empitjorament cognitiu progressiu, a més
d'estar associada a desordres del comportament. Es tracta d'una malaltia
multifactorial, en la que intervenen factors genétics i ambientals. Pel que fa als factors
geneétics, s’han descrit mutacions hereditaries que causen el 5% dels casos de la
malaltia. Aquestes mutacions es troben als gens de la presenilina (PS), que participa
en el processat de la proteina precursora d’AB (APP, de I'anglés Amyloid Precursor
Protein) per donar lloc a I'AB. El gen de '’ApoE també s’ha relacionat amb la malaltia,
ja que diversos estudis d’associacid mostren que els portadors de determinats al-lels
d’aquest gen tenen un risc de patir la malaltia fins a 4 vegades superior que els no
portadors (revisat a Bertram i cols. 2010). També s’ha descrit la rellevancia que tenen
a la malaltia factors ambientals com les infeccions sistémiques, els traumatismes i la
dieta (Perry, 2004; Migliore i Coppede, 2009). Els marcadors histolodgics classics per a
la malaltia d’Alzheimer sbén els dipdsits extracellulars d’Ap i els entramats
neurofibril-lars, constituits per acumulacions intracel-lulars de fibril-les riques en
proteina tau hiperfosforilada. En preséncia d'aquests marcadors s'observa una
activacié microglial caracteritzada per un canvi morfoldgic, un increment en I'expressio
del MHCII, ciclooxigenasa-2 (COX-2), i la secreciéo de TNF-qa, IL-1B i IL-6 (Akiyama i
cols. 2000).

Tal com s’indica a la figura 11, els agregats d'AB indueixen una activacio
proinflamatoria en la microglia, que inclou la secrecié d'oxid nitric, d'espécies reactives
d'oxigen (ROS, de l'anglés reactive oxygen species), de citocines proinflamatories
(TNF-a, IL-1B i IL-6), quimiocines i prostaglandines (Akiyama i cols. 2000; Kitazawa i
cols. 2004). Aquestes molécules poden augmentar la secreci6 d’Ap per part de les
neurones, ja que el promotor del gen que codifica per a 'APP té llocs d’unié pel factor

nuclear kappa B (NF-xB, de I'anglés nuclear factor kappa B), i se sap que les citocines

proinflamatories secretades per la microglia augmenten 'expressié de NF-kB a les
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neurones (Sastre i cols. 2008). Aquest augment d’Af incrementa encara més

I'activacié microglial, establint-se aixi un reforg¢ positiu que pot empitjorar cada vegada

més el curs de la malaltia.
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Figura 11. Inflamacié a la malaltia d’Alzheimer. Glass i cols.
2010

Tot i que la preséncia d’inflamacié a la malaltia d’Alzheimer esta establerta, no és facil
demostrar directament el paper nociu de la microglia en el curs de la malaltia. Estudis
realitzats creuant ratolins model de malaltia d’Alzheimer (doble transgénic APP/PS-1)
amb ratolins als que es pot fer una deplecié condicional de microglia van mostrar que,
3 setmanes després d’eliminar la microglia, la formacié de plaques i el dany neuronal
no havien canviat respecte als ratolins APP/PS1 que si tenien microglia (Grathwohl i
cols. 2009). Per contra, un estudi realitzat per Boissonnneault i cols. (2009) va mostrar
que l'augment de cél-lules microglials atenuava la patologia. Aquests autors van
administrar durant 4 mesos M-CSF, un factor de creixement que indueix proliferacio
microglial, a ratolins doble transgénics APP/PS1 i van observar que disminuia el
nombre de dipdsits d’AP i la pérdua cognitiva. Les diferéncies entre aquests dos
treballs es podrien explicar pel fet que en el primer treball es depleciona la microglia
resident al SNC, mentre que en el segon treball la microglia que incrementa en nombre
i fagocita les plaques no és la resident al SNC sindé que s’ha originat de novo a la
medul-la ossia. De fet, hi ha autors que postulen que la microglia resident esdevé

senescent amb l'edat, perdent la capacitat d’activars-se per fagocitar les plaques
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d’amiloide (Streit, 2006; Lucin i Wyss-Coray, 2009; Streit i cols. 2009), i que per aixo
cal que arribi nova microglia que conservi les capacitats fagocitiques per tal d’eliminar
els diposits d’ AB.

Malatia de Parkinson

La malaltia de Parkinson és la segona malaltia neurodegenerativa més prevalent
després de la malaltia d’Alzheimer. Els simptomes d’aquesta malaltia s6n sobretot
motors (bradicinésia, rigidesa, inestabilitat postural o rigidesa) perd també s’associa a
disfuncions del sistema nerviés autdbnom, depressio, déficits cognitius o problemes de
la son (Glass i cols. 2010). Histopatologicament es caracteritza per la preséncia de
dipodsits intranuclears de la proteina a-sinucleina, els anomenats “cossos de Lewy”, i
per la pérdua de neurones dopaminérgiques, sobretot a la substancia negra (Braak i
cols. 2003). Tot i que la majoria de casos sén esporadics (Tansey i cols. 2007) també
hi ha formes familiars, que es relacionen majoritariament amb mutacions a la o-
sinucleina (Glass i cols. 2010).

Esta establert que la malaltia de Parkinson cursa amb neuroinflamacio, ja que s'ha
descrit la preséncia de microglia activada en pacients de malaltia de Parkinson
(Whitton, 2007) i un increment de citocines proinflamatories al liquid cefaloraquidi
(Nagatsu i Sawada, 2005). Hi ha autors que postulen que la mort de neurones
dopaminérgiques és suficient per activar la microglia (Roodveldt i cols. 2008). Els
agregats proteics de oa-sinucleina s’acumulen al medi extracel-lular, on sén fagocitats
per la microglia. La fagocitosi dels agregats pot induir I'activacié microglial, incrementar
I'expressié de la NADPH oxidasa i la produccié de ROS (Zhang i cols. 2005), NO, TNF-
a i IL-1B, contribuint a la progressié de la mort neuronal (Hirsch i Hunot, 2009), donada
la sensibilitat de les neurones dopaminérgiques al dany per estrés oxidatiu (Gao i cols.
2003).

Esclerosi lateral amiotrofica

L'ELA és una malaltia neurodegenerativa fatal que afecta a les neurones motores.
Aquesta malaltia cursa amb feblesa muscular, espasmes, hiperrefléxia i acaba causant
la mort per fallida dels musculs respiratoris (Glass i cols. 2010). Com la majoria de
malalties neurodegeneratives, la major part dels casos son esporadics. Un 10% so6n
formes familiars, que presenten mutacions en gens com el TARDBP (transactive
response DNA-binding protein), també anomenat TDP43, o el FUS/TLS (fused in
sarcoma or translocation in sarcoma), ambdoés implicats en la regulacié transcripcional.

La mutacié més ben caracteritzada pero, és la del gen que codifica per a la SOD1, un
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dels enzims encarregats de l'eliminacio de les ROS, més concretament de transformar
I'ié superdxid en H,O, (Rosen i cols. 1993).

Tant els models animals com les mostres de pacients han demostrat que I'ELA
presenta un elevat component inflamatori, que es caracteritza per gliosi reactiva
(acumulacié de microglia i astrocits a la lesid) i produccié per part d'aquestes cél-lules
de ROS, COX-2, IL-6, TNF-a i IL-18 (McGeer and McGeer, 2002). L’ELA és una
malaltia multifactorial, perd la majoria d’estudis i models animals s’han centrat en el

paper de la SOD1 (veure figura 12).
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Brown. 2006.
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El model animal més utilitzat és el de ratolins transgénics que expressen la forma
humana de la SOD1 mutada. Estudis realitzats amb aquest model mostren que la
microglia que expressa aquesta forma mutant de la SOD1 sobreexpressa TNF-o i
NADPH oxidasa (Liu i cols. 2009). D’altra banda, les neurones aillades dels ratolins
transgenics s6n més sensibles a la toxicitat induida per NO (Raoul i cols. 2002). Tot i
aquesta major susceptibilitat al dany neurotoxic, no sembla haver-hi un factor que sigui
per si sol responsable de la mort neuronal. Dos de les molécules amb un efecte
neurotoxic més establert sén la IL-f i el TNF-o; estudis realitzats creuant ratolins
transgénics SOD1 amb ratolins deficients per a IL-f o TNF-a demostren que la manca
d’'una d’aquestes molécules no altera la progressié de la malaltia (Nguyen i cols. 2001;
Gowing i cols. 2006). Aquest fet es podria explicar per la implicacié de la SOD1 en la
patologia, que apunta un paper important de la mort per estrés oxidatiu, i no només per
la via classica TNF-o- Fas-apoptosi. A més, s’ha detectat la preséncia de SOD1
extracel-lular al liquid cefaloraquidi de pacients (Urushitani i cols. 2006), i se sap que
aquesta proteina activa la microglia amb un fenotip proinflamatori (Kang i Rivest,
2007). Aixi doncs, la mort neuronal a 'ELA resulta de la combinacié de molts factors i
la manca d’un d’ells no és suficient per aturar la malaltia.

Per determinar quin paper juguen les cél-lules glials en aquest procés s’han realitzat
estudis amb ratolins transgénics que expressen SOD1 mutada a totes les cél-lules
excepte a motoneurones, microglia/macrofags o astrocits (Boillée i cols. 2006;
Yamanaka i cols. 2008). Aquests estudis mostren que tots els tipus cel-lulars tenen un
paper en la progressié de la malaltia, i que I'abséncia de la mutacié a un sol tipus

cel-lular pot alentir la progressié, perd no curar la malaltia.

L'activacid glial com a diana terapéutica

La implicacié de la neuroinflamacié en els processos neurodegeneratius ha situat els
mediadors inflamatoris en el punt de mira de la terapia i el desenvolupament de
farmacs per a tractar les malalties neurodegeneratives. La modulacié de la resposta
immune pot ser una diana per a trobar un farmac que atenui la progressié d’aquestes
patologies. Cal tenir en compte que les malalties neurodegeneratives tenen dues
caracteristiques importants a I'hora de buscar principis actius per tractar-les. D’'una
banda, el dany es produeix al SNC, un ambient immunoprotegit i de dificil accés, cal
per tant buscar molécules capaces de travessar la barrera hematoencefalica. D’altra
banda, sén patologies la simptomatologia de les quals dura desenes d’anys, de
manera que ha de ser un farmac prou segur per ser administrat durant tots els anys

que duri la malaltia (Glass i cols. 2010).
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Una de les primeres estratégies terapéutiques assajades va ser administrar farmacs
antiinflamatoris no esteroidals (AINEs), que inhibeixen la COX-2, a pacients de
malalties neurodegeneratives. Al 2001 es va publicar un estudi retrospectiu realitzat
amb gairebé 7000 individus on es demostrava que les persones que havien pres
AINEs durant un periode llarg de temps (per al tractament de malalties inflamatories
croniques) tenien un risc menor de patir Alzheimer (in ‘T Veld i cols, 2001). Aquest
treball va encoratjar a qué es realitzessin estudis prospectius administrant aquests
farmacs a pacients de malalties neurodegeneratives esperant observar una millora en
la simptomatologia; els resultats observats pero, han estat forca decebedors, ja que no
han produit una millora clara als pacients de malaltia d’Alzheimer (Aisen i cols. 2003) i
ELA (Cudkowicz i cols. 2006). Una possible explicacié d’aquests resultats és que quan
apareixen els simptomes de la malaltia la neurodegeneracié fa anys que progressa,
per aixo el tractament preventiu si que produiria una millora (observada als estudis
retrospectius) perd tractar quan ja s’ha desenvolupat la simptomatologia no seria
eficag (com s’ha observat als estudis prospectius). A més cal tenir en compte que els
AINEs sén inhibidors de la COX, perd no tenen efectes sobre altres marcadors

inflamatoris altament neurotoxics com IL-1p, TNF-o o NO. Cal seguir investigant per a

trobar noves dianes, més especifiques i eficaces en el tractament d’aquestes malalties.

1.3.2 L’ACTIVACIO MICROGLIAL: CARACTERISTIQUES | MOLECULES
IMPLICADES

L’activacié microglial és el conjunt de canvis que experimenta la microglia en resposta
a un canvi en 'homeostasi del SNC. Els estimuls capagos d’activar la microglia son
molts i molt variats, poden ser patdgens, acumulacions proteiques, restes cel-lulars,
molécules intracel-lulars alliberades a l'espai extracel-lular, molécules secretades per
altres cél-lules, o fins i tot I'abséncia de determinats estimuls (veure taula 5).
L'activacié microglial segueix un patr6é altament regulat, que inclou canvis tant a nivell
morfoldgic com funcional. La microglia prolifera i migra al lloc de la lesio, retreu les
prolongacions adquirint una morfologia ameboide. També s'indueix I'expressié i
reorganitzacié de diverses molécules de superficie, involucrades en els contactes amb
altres cél-lules o amb la matriu extracel-lular, s'alliberen factors immunoreguladors,
augmenta l'expressié de MHC Il (i per tant, la capacitat de presentar antigens) i

s'incrementa l'activitat fagocitica.
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Class of compound

Examples

Surface structures and DMARMA of viral,

bacterial or fungal origin

Abnormal endogenous proteins

Complement
Antibodies

Cytokines

Chemokines

Meuratrophic factors

Plasma components

(Other proteins and peptides

Meurotransmission-related compounds

lons

Other compounds

Agonists of members of the pattern recognition

receptor families, notably TLR 1/2, TLR3, TLR4, TLR&/2

and TLRY, such as bacterial LPS or

cell wall protecglycans and lipoteichoic acid (LTA), gpd 1,
gpl20 (the TLR4-agonistic LPS serving as

a common model agent)

p-amyloid (aggregates), AR25-35, AR40, AP4AZ, prion protein
(FrF)

Complement factors Clg, Cha

Immunoglobulin of various classes and isotypes
(lgA, 1gG, lzM), presented in immune complexes

Colony stimulating factors (M-CSF, GM-CSFY, IL-1p, IL-2, 1L-4,
IL-&, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IFMN-y, TGF-p, TNF-ct

Ligands for chemokine receptors: CCR3, CCRE, CXCRZ, CXCR,
CXCR4, CX3CR1, IL-8R

Brain-derived neurctrophic factor (BDMFY, glial-derived neura-
traphic factor (GDMF)Y, nerve growth
factor (MGF), neuratrophin 3 (NT-37, NT-4

Alburnin, fibronectin, fibrinogen, thrombin

Apolipopratein E (ApoE), heat shock proteins hspa0 and hap7 0,
CD40L, melanocyte-stimulating hormone (MSH), endothelin,
5100 proteins, vasoactive intestinal peptide (VIF)

ATP (and related purines), f-adrenergic agonists, glutamate,
kainate, NMDA

K*, Mn2+
Cannabinaids, ceramide, gangliosides, lysophosphatidic acid (LPA),

melatonin, opicids (endomorphines), platelet-activating factor
(PAF), prostaglandin Ez (PGES), steroid hormones, vitamin Dy

Taula 5. Estimuls modulardors de I'activacié microglial. Hanisch i Kettenmann, 2007

La microglia passa per diferents estats d'activacié (veure figura 13). Classicament es
parla de microglia quiescent, microglia activada i microglia ameboide. La microglia
quiescent es la que trobem en el SNC sa. El terme quiescent s'usa per diferenciar-la
de la microglia activada o reactiva, perd no vol dir que es trobi en un estat de repos. La
microglia quiescent rastreja el medi de forma constant, emetent prolongacions per
verificar I'estat de les cél-lules que l'envolten i rastrejant la possible preséncia de
cossos estranys (Davalos i cols. 2005; Nimmerjahn i cols. 2005). Es coneix poc sobre
la microglia en aquest estadi, sobretot in vivo. Se sap que no expressa nivells elevats
de marcadors pro o antiinflamatoris ni de MHCII, ja que aquests apareixen en la
microglia activada com a resposta a un estimul. El que anomenem activacio és més
aviat un canvi de funcions, la microglia passa de rastrejar el medi a secretar factors
proinflamatoris i quimiocines, augmenta I'expressio del MHCII per tal de presentar
antigens i també augmenta la capacitat fagocitica. L'activacié no és un procés de tot o

res, pot adquirir diversos estadis entremitjos.
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Hi ha un tercer estadi, que es coneix com a microglia ameboide, en el qual la
microglia presenta una morfologia arrodonida, secreta factors immunomoduladors i té
una elevada capacitat fagocitica. Aquest estadi d'activacié classicament s'ha entés

com una activacié "neta", en la que es fagocita el cos estrany sense inflamacié ni

infiltracié d’altres
survellancs state céllules, i allibera
Tresmng . \ factors com la IL-10, el
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estat d'activacio,
'anomenada microglia

hiperramificada, que

representaria un estadi

entremig entre la

Figura 13. Estats d'activacio de la microglia. Hanisch i

Kettenmann, 2007 microglia quiescent i

l'activada i que seria més nombrosa amb l'edat (Streit i cols. 1999). Tot i aquesta
classificacid, es tendeix cada vegada més a considerar l'activacié microglial com un
procés flexible, en el que les cél-lules poden passar de l'activacié a la quiescéncia, o
mantenir-se activades o fins i tot morir després de l'activacié (Schwartz i cols. 2006;
Hanisch i Kettenmann, 2007). La desaparicié de I'estimul activador o la preséncia de
citocines i quimiocines antiinflamatories fa que la microglia torni a passar d'un estat
activat a un de vigilancia. No se sap gaire sobre el que passa a la microglia després de
I'activacio; estudis en macrofags demostren que queda una "memoria genética" que fa
que la segona vegada que es troba amb un estimul I'activacié sigui diferent que si es
tractés d'una cél-lula que mai ha estat activada (De Santa i cols. 2007; Foster i cols.
2007; Villagra i cols. 2009). Per ultim, cal tenir en compte que l'activacié en diferents
regions del SNC pot ser diferent, ja que la microglia presenta molta heterogeneitat
regional (Carson i cols. 2007), i que el tipus de resposta microglial pot variar molt en

funci6 dels factors que es produeixin, com mostra la figura 14.
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A [l'activacidé microglial també hi pot

Proliferation

haver un augment en la proliferacio de la

microglia. Els mediadors d'aquest efecte
s6n les citocines M-CSF, GM-CSF,
produides pels astrocits, i IL-6 i IL-183,
produides tant pels astrocits com per la
propia microglia (Hanisch, 2002). No tots
els estimuls que produeixen activacio
microglial indueixen la proliferacio
_ microglial. ElI LPS inhibeix la proliferacid
en alguns models experimentals (Ganter

i cols. 1992; Bianco i cols. 2006), tot i

que en altres models promou la

Figura 14. Efecte de les citocines a les
cél-lules microglials. Xiao i Link, 1998 proliferacio (Lee i cols. 1994).

Una altra funcidé que pot desenvolupar la microglia activada és la de fagocitar
patdgens, acumulacions proteiques extracel-lulars, restes cel-lulars i céllules
apoptotiques. Mentre que la fagocitosi d'un patogen o un component intracel-lular
desencadena una resposta proinflamatoria, la fagocitosi d'una cél-lula apoptética no
indueix aquesta resposta (Hanisch i Kettenmann, 2007). La fagocitosi de patdogens es
doéna majoritariament a través de receptors de reconeixement de patré (PRRs, de
'anglés pattern recognition receptors), que reconeixen patdgens, tot i que també
poden reconéixer algunes molécules endogenes (Underhill i Ozinsky, 2002; Aderem,
2003). Entre els PRRs trobem els receptors scavenger, les lectines, els receptors del
complement i els receptors Fcy. Mitjangant aquests ultims es dona la fagocitosi
mediada per anticossos, per a la qual és necessaria la presentacié d'antigens
mitjancant les proteines del MHCII, que només s’expressen a la microglia quan esta
activada, com succeeix en patologies del SNC com malaltia d’Alzheimer, I'isquémia o
'ELA (revisat a Neumann, 2001).

Mediadors inflamatoris

L’activacio microglial implica la produccié i secreci6 de molts mediadors, tant
proinflamatoris com antiinflamatoris, que tenen efecte sobre les propies cél-lules
microglials i també sobre la resta de céllules del SNC. En aquest apartat descriuré
breument les caracteristiques de les citocines, quimiocines i enzims que juguen un

paper més rellevant en 'activacié microglial.
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CITOCINES

Les citocines sén un grup heterogeni de proteines que actuen de forma autocrina,
paracrina i endocrina. Mitjangant la uni6 a receptors de membrana regulen processos
com el creixement, la supervivencia cel-lular o la diferenciacié, entre d'altres. Dins de
les citocines trobem molécules com les interleucines, els interferons, els factors de
necrosi tumoral, els factors estimuladors de colonies i les quimiocines.

Les citocines s'acostumen a classificar en antiinflamatories i proinflamatories, segons
I'efecte primari que produeixen. Cal tenir en compte perd, que una mateixa citocina pot
tenir diferents efectes, segons el receptor al que s'uneixi o la resta de senyals que

estigui rebent la cél-lula.

Citocines proinfamatories

- TNF-a

El TNF-a és una proteina que es sintetitza en forma de procitocina ancorada a la
membrana, sent necessaria una proteolisi per a qué s'alliberi al medi extracel-lular com
a citocina activa (Kriegler i cols. 1988). Al SNC aquesta citocina la produeix
principalment la microglia, en resposta a estimuls exdgens, com bacteris o virus, o
estimuls enddgens, com una concentracid6 anormalment elevada de glutamat, o el
dany per isquémia entre d'altres (Park i Bowers, 2010). El TNF-a té dos receptors, el
p55 (TNF-RI) i el p75 (TNF-RII), que al SNC s'expressen a neurones, astrocits i
microglia. La unidé a aquests receptors pot donar a efectes molt diferents (Chen i cols.
2002). D'una banda, es pot activar el factor de transcripci6 NF-kB, donant lloc a la
transcripcié de gens proinflamatoris i activant el programa de supervivéncia cel-lular.
D'altra banda a través el receptor de TNF death domain (TRDD) s'activa el programa
d'apoptosi a través la caspassa 8. Val a dir que per a qué el TNF-a indueixi apoptosi

cal una senyal secundaria (Chao i cols. 1995).

-IL-6

Aquesta citocina és secretada principalment per la microglia i actua mitjangant la uni6
al seu receptor (IL-6R), expressat a microglia i també a astrocits. La IL-6 participa en
la iniciaci6 de la resposta immunitaria, desencadenant la secrecié d'altres factors
proinflamatoris. El seu efecte en astrocits per contra, és l'activacié de la reparacio
tissular (Hanish, 2002).
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- IFN-y

L'IFN-y és una proteina produida
majoritariament a nivell sistémic
(pels limfocits T i les cél-lules
Natural Killer) perd també hi ha
una expressié endodgena al SNC.
Al unir-se al seu receptor (veure
figura 15) regula un gran nombre
de funcions de les céllules
microglials, induint l'expressié de
receptors del complement i de Fc,
molécules d'adhesio i molécules de
superficie, com el MHCII. A més,

augmenta la sintesi de citocines

nuclear translocation
and iniiation of gene
transcription

(TNF-a, IL-1B i IL-6) i de NO
(Hanisch, 2001).

Nucleus

Figura 15. Transduccio de senyal de I'lFN-y. Exp
Rev Mol Med, 2003

- IL-1B

La IL-1B és una citocina sintetitzada i secretada majoritariament per la microglia. A
igual que el TNF-a, es sintetitza com a procitocina i la forma proteolitzada i secretada
és la biologicament activa. La seva expressié augmenta en resposta al dany de forma
molt rapida i en unir-se al seu receptor, el IL-1R, activa la cascada intracel-lular de
MAPK i NF-kB, induint I'activacié6 de gens que codifiquen per factors proinflamatoris
com el TNF-q, la IL-6 o diverses metaloproteinases. També se li atribueix un paper en
I'efecte neurotdxic de la microglia activada (Rothwell i Luheshi, 2000; Hanisch, 2002).
La IL-1B també té efecte sobre els astrocits, estimulant-ne la proliferacié (John i cols.
2005).

Citocines antiinflamatories
-IL-10
La IL-10 és secretada per les cel-lules glials i t& un paper inhibidor molt potent sobre la

resposta proinflamatoria, inhibint la produccié de TNF-a, IL-6 i NO entre d’altres. La

seva secrecio per part de la microglia es dbna majoritariament com a mecanisme de
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retroalimentacié negativa, per a retornar a I'homeostasi després d'un procés

d’activacié proinflamatori (Mosser i Zhang. 2008).

- TGF-B8

El TGFpB és una citocina antiinflamatoria. Al SNC és secretada per les cél-lules glials.
El seu paper en la microglia és el d’inhibir la resposta proinflamatoria, disminuint la
secrecié de IFN-y i de TNF-o aixi com la produccié6 de ROS. A més, pot induir

apoptosi microglial mitjancgant la proteina intracel-lular Bcl-2 (Béttner i cols. 2000).

QUIMIOCINES

Les quimiocines sén citocines amb efecte quimiotactic que actuen mitjangant
receptors acoblats a proteines G. La seva funcié és atraure a la microglia cap al lloc de
la lesio, i també induir I'extravasacio i infiltracié de leucocits al SNC. Les quimiocines
sén secretades per microglia, astrocits i cél-lules extravasades. Els receptors per a
quimiocines, els CXCR, s’expressen tant a les neurones com a la glia. Existeixen
diverses families de quimiocines i de receptors, classificats segons la seva estructura i
seqliéncia aminoacidica. A més, una quimiocina pot unir-se a diversos receptors. Es
tracta doncs d’un sistema altament complex i flexible, perd a la vegada molt regulat.
Una de les quimiocines més estudiades és la fractalcina, o CXC3L1, ja descrita en

apartats anteriors pel seu paper immunosupressor de I'activacio glial (Hanisch, 2002).

ALTRES

-iINOS

La iNOS, també coneguda com NOS-II, és I'enzim encarregat de sintetitzar NO en
resposta a un estimul proinflamatori. S’expressa a les cél-lules glials, sobretot a la
microglia. La seva preséncia en condicions basals és gairebé nulla, activant-se en
resposta a la preséncia sobretot de patdgens. EI NO a baixes concentracions regula la
vasodilataci6 mentre que a concentracions més altes té un efecte neurotoxic, ja sigui

per si sol o al combinar-se amb els ROS per formar peroxinitrit (Saha i Pahan, 2006).

- COX-2

La COX-2 és un dels enzims encarregats de transformar l'acid araquidonic en
prostaglandines que s’expressa tant a neurones com a cél-lules glials. La seva
expressié a microglia és induible, i s’activa en resposta a diversos estimuls
proinflamatoris. Els productes de la reaccio catalitzada per aquest enzim poden ser

prostaglandines (PG) antiinflamatories o proinflamatories, pel que hi ha certa
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controvérsia sobre quin és el I'efecte de l'activacié de la COX-2 a la neuroinflamacio.
Les prostaglandines proinflamatories sintetitzades per la COX-2 juguen un paper en la
regulacié de les citocines i el manteniment de la resposta inflamatoria (Farooqui,
2007). Donada la rellevancia de la COX-2 en la neuroinflamacié, s’estan realitzant
diversos estudis per tractar pacients de malalties neurodegeneratives, sobretot
d’Alzheimer, amb farmacs antiinflamatoris no esteroidals, que inhibeixen I'expressi6 de
les ciclooxigenases, sense haver obtingut resultats clars fins al moment (Choi i cols.
2009).

- NADPH

La NADPH oxidasa és I'enzim que catalitza la formacié de i6 superoxid. Es un enzim
amb diverses subunitats, algunes citosoliques i altres de membrana citoplasmatica. La
seva activacié es produeix amb I'assemblatge de totes les subunitats en resposta a un
estimul proinflamatori. La produccié de superoxid és altament citotoxica, sobretot per a
les neurones. A més, aquest i6 es pot associar al NO formant una espécie reactiva

d’oxigen encara més toxica, el peroxinitrit (Babior, 2004).

1.3.3 MEDIADORS IMPLICATS EN LA NEUROTOXICITAT

Com s'ha comentat préviament, I'activacié glial és un procés beneficidés i necessari,
perd una sobreactivacié cronificada pot tenir conseqiiéncies neurotoxiques (Polazzi i
Contestabile, 2002; Allan i Rothwell, 2003). Per la seva banda, sota certes
circumstancies, el dany neuronal pot comportar l'alliberacié de factors que activen la
microglia, desencadenant-se aixi una retroalimentacié positiva que amplifiqui el dany

neuronal inicial (Block i cols. 2007).
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Figura 16. Mecanismes pels quals I'activacié microglial indueix neurotoxicitat. Block i cols. 2007
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Hi ha diversos factors secretats per la microglia que tenen potencial neurotoxic (veure
figura 16). Un dels més estudiats és el NO, que pot causar mort neuronal per diversos
mecanismes. D'una banda difon pel medi extracel-lular fins les neurones dels voltants,
inhibint la cadena respiratdoria mitocondrial, ja que inhibeix el citocrom C. Aixo
comporta una disrupcié en la sintesi d'ATP i un augment de la sintesi de ROS
(Vafeiadou i cols. 2007), a més de fer les neurones més sensibles a la neurotoxicitat
induida per glutamat (Brown i Neher, 2010). D’altra banda, reacciona amb ['i6
superoxid per produir peroxinitrit, altament neurotoxic, ja que inhibeix la cadena de
respiracié mitocondrial, indueix apoptosi i promou l'alliberament de glutamat (Bal-Price
i cols. 2002; Brown i Bal-Price, 2003). A més, el NO també indueix modificacions a les
proteines, com la nitrilacié i la S-nitrosilacié, que provoquen una pérdua de funcié de
les proteines, produint neurotoxicitat (Zhang i cols. 2006; Vafeiadou i cols. 2007).

Un altre mediador microglial de la neurotoxicitat é€s I'enzim NADPH oxidasa, encarregat
de sintetitzar una de les formes de ROS, I'i6 superdxid, un dels ions més toxics, que
causa mort neuronal per estrés oxidatiu. A més regula l'activitat fagocitica i la
proliferacié microglial i a concentracions molt altes pot fins i tot causar mort de la
propia microglia. Les ROS es secreten en resposta a un gran ventall d'estimuls, com
patdgens, proteines endogenes o dany neuronal. La preséncia de ROS indueix
I'expressié de iINOS. De fet, I'alliberament de ROS va seguit de la secrecié de factors
com NO i PGE; i de citocines proinflamatories, com TNF-a i IL-1B. La secreci6é de la
citocina IL-1B no té efecte només sobre microglia i neurones, sin6 que també afecta la
integritat de la barrera hematoencefalica, incrementant-ne la permeabilitat. Com a
consequiéncia augmenta la infiltracié de leucocits i macrofags (Blamire i cols. 2000).
Aquest fenomen pot augmentar la neurotoxicitat, ja que desencadena un procés
inflamatori exacerbat i menys regulat. L'efecte de les citocines pot variar en funcié de
les cél-lules que les secreten, i de si l'efecte és directe sobre les neurones o esta
mediat per la glia (Allan i Rothwell, 2001).

Experiments realitzats usant ratolins deficients per a iINOS, COX-2 o TNF-a han

demostrat que la manca d'un sol d'aquests factors és suficient per reduir la
neurotoxicitat induida per l'activacidé microglial, perd que l'efecte és sinérgic i la
secrecid d'uns factors potencia I'efecte dels altres (Block i Hong, 2005).

Tot i la importancia dels factors secretats, diversos estudis demostren la importancia
del contacte célllula a cellula per a la neurotoxicitat induida per activacié glial
(Gibbons i Dragunow, 2006). Els paradigmes experimentals utilitzats per caracteritzar
els factors microglials implicats en la neurotoxicitat acostumen a ser cocultius de
neurones i glia, ja que els medis condicionats de microglia activada no solen ser

suficients per a induir mort neuronal.
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1.3.4 FACTORS DE TRANSCRIPCIO QUE REGULEN L’ACTIVACIO MICROGLIAL
La microglia en activar-se pateix un gran nombre de canvis, i per tal que aquests es
puguin produir és necessaria I'activacié d’'un gran nombre de gens. La regulacié de
I'activacio glial es porta a terme per un nombre relativament petit de families de factors
de transcripci6é. Les més conegudes son les STATs (de I'anglés Signal Transducers
and Activators of Transcription), AP-1 (de I'anglés Activator Protein-1), CREB (de
l'angles cAMP Response Element Binding protein), NF-xB i C/EBPs (de l'anglés
CCAAT/Enhancer Binding Proteins). Donada la rellevancia que tenen pels estudis
plantejats en aquesta tesi, en aquest apartat aprofundiré especialment en les families
NF-kB i sobretot, C/EBPs.

STATs

Els STATs s6n una familia de factors de transcripcié implicats sobretot en la
senyalitzacio6 intracel-lular dels IFNs. Quan linterferé s’uneix al seu receptor, aquest
recluta les cinases JAKs (de I'anglés Janus Kinases), que fosforilen STAT, permetent
aixi la dimeritzacié i activacié dels STATs (veure figura 15). Existeixen diverses
isoformes, que poden ser forforilats per més d’'una JAK, conferint al sistema una gran
complexitat, i fent que un mateix STAT pugui tenir diferents funcions. Els STATs un
cop activats entren al nucli per iniciar la transcripcié dels seus gens diana, entre els
que es troben diversos gens proinflamatoris, aixi com gens que codifiquen per a altres

factors de transcripcio, com el C/EBPS (Bromberg i Darnell, 2000)

AP-1

L’AP-1 és una familia de factors de transcripcié en la que s’inclouen c-Jun, JunB,
JunD, c-Fos, FosB, Fra1 i Fra2. Sén factors de transcripcié de resposta rapida (menys
de 30 min) que s’activen per fosforilacié i formen dimers per unir-se al DNA. El seu
paper en microglia no esta gaire estudiat, tot i que es coneix que la seva expressio

augmenta en resposta a LPS o IFN-y, i que es poden unir al promotor de COX-2, IL-6 i

TNF-a entre d’altres (Herdegen i Waetzig, 2001; Waetzig i Herdegen, 2004).

CREB

El CREB és un factor de transcripci6 que s’activa en resposta a senyals
proinflamatories i té llocs d’'uni6 als promotors dels gens de la COX-2 i la iNOS entre
d’altres, perd pot actuar com a repressor o activador de la transcripcié (Levi i cols.

1998; Mayr i Montmini, 2001).
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NF-xB

Estructura

La familia de factors de transcripcié NF-xB és una de les més importants i més ben
estudiades en l'activacidé microglial. Esta implicada en la regulacié d’'una gran quantitat
de gens, i la majoria de mediadors inflamatoris tenen un lloc d’unié per a NF-xB als
promotors dels seus gens. Aquesta familia de factors de transcripcié té diversos
membres, entre els que s’inclouen p65 (també anomenat RelA), p50, p105, p52, p100,
RelB i c-Rel, i per unir-se al DNA interaccionen entre ells, amb altres membres de la

familia 0 amb membres d’altres families de factors de transcripcié (Verma i cols. 1995).

La seva estructura es composa d’un domini aminoterminal, que conté les regions de
dimeritzacio, la de localitzacié nuclear i la d’unié al DNA, i un domini carboxiterminal,
anomenat domini de transactivacio, que permet el reclutament de la maquinaria
transcripcional i per tant activa la transcripcid génica. Aquest darrer domini pero,
només el tenen alguns membres de la familia, com p65, c-Rel i RelB. La resta de
membres es poden unir al DNA perd no activen la transcripcio; d’aquesta manera
actuen com a repressors transcripcionals, ja que tapen el lloc d’'uni6é al promotor i no

permeten la transcripcié del gen (May i Ghosh, 1997).

Regulacio

En condicions basals els factors de transcripcié NF-xB es troben al citoplasma formant
dimers, sent p65/p50 el dimer més comu i estudiat. Aquests dimers es troben units a
una proteina inhibidora que impedeix I'entrada del dimer al nucli. Hi ha diverses
proteines inhibidores, que formen part de la familia de proteines IkB. Quan hi ha un
estimul activador, kB és fosforilada i degradada pel proteosoma, alliberant el dimer,
que pot entrar al nucli activant la transcripcié. Aquest mecanisme de regulacié permet
que la resposta de NF-kB pugui ser molt rapida, ja que no cal una sintesi de novo del

factor de transcripcid, sin6 que només ha de translocar al nucli (Li i Verma, 2002).

Mecanisme d’activacio

El NF-kB s’activa en resposta a diversos estimuls, perd hi ha 3 mecanismes maijoritaris
de receptor-transducci6 de senyal per activar-lo (veure figura 17): els TLR (de I'anglés
Toll-Like Receptors), el TNFR1 i I'estimulacio per cél-lules T, tot i que aquest ultim és
molt poc rellevant a la microglia. EI mecanisme més ben caracteritzat és el de TLRs;
els TLRs formen part dels receptors de reconeixement de patr6 (PPRs), encarregats

de reconéixer i respondre a estimuls concrets com components bacterians o virals, tot
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i que també poden reconéixer elements enddgens del SNC. Un dels models més
utilitzats per estudiar I'activaci6 microglial in vitro és l'administraci6 de LPS, un
component de la paret dels bacteris Gram negatius. El LPS s’uneix al receptor TLR4,
que recluta la molécula adaptadora MyD88, iniciant una senyalitzacié intracel-lular que
portara a la fosforilacié de IxB i I'entrada dels dimers NF-kB al nucli. Les citocines
també poden activar NF-xB. Quan TNF-o o IL-1 s’'uneixen als seus receptors s’activa
una via de transducci6 en la que hi ha implicades proteines de la familia AP-1, que
acaba induint la fosforilaci6 de IxB, permetent aixi la translocacié de NF-kB al nucli (Li i

Verma, 2002).
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Figura 17. Mecanismes d’activacio de NFkB i la seva
transduccié de senyal. Lii Verma, 2002
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Gens diana
Entre els gens diana de NF-kB trobem citocines inflamatéries com IL-6 i TNF-a,

quimiocines, molécules d’adhesi6 i enzims proinflamatoris com la COX-2 i la iINOS
(O’Neill i Kaltschimdt, 1997).

C/EBPs

La familia de factors de transcripci6 C/EBPs esta implicada en la regulacié de
I'activacié microglial, ja que, al igual que NF-kB, té llocs d'unié als promotors de la
majoria de gens proinflamatoris. Tot i aixd, aquests factors de transcripcié han estat

menys estudiats en inflamacié i es coneix poc sobre el seu paper al SNC.

Estructura

Els C/EBPs pertanyen a la familia de les proteines b-zip, a la que també pertanyen
AP-1 i CREB. S'han descrit 6 membres de la familia: C/EBPaq, B, 8, y, €i C. Tots els
membres presenten una estructura conservada, formada per dos dominis, el b-zip i el
de transactivacié. El domini b-zip esta format per les regions d'unié al DNA i una regi6
de dimeritzacioé (la cremallera de leucines) formada per repeticions de 4 o 5 leucines, i
que permet als C/EBPs formar dimers, ja siguin homodimers o heterodimers amb
altres membres de la familia, com C/EBPB/d (Ejarque-Ortiz et al. 2010) o amb
membres d'altres families de factors de transcripci6 com AP-1 (Hsu i cols. 1994). EI
domini de transactivacio és present a tots els membres excepte a C/EBPYy, considerat
per tant un repressor transcripcional, ja que s'uneix al DNA perd no pot activar la
transcripcié. La seqiiéncia aminoacidica d'aquest domini és més variable i poc

conservada entre els diferents C/EBPs (Ramji i Foka, 2002).

Funcions fora del SNC

Els C/EBPs participen en diferents funcions fora del SNC. Una de les més estudiades
és el paper en la diferenciacié cel-lular: s'ha descrit un paper de diversos membres de
la familia en la diferenciacié i maduracié de macrofags, adipocits i hepatocits entre
d'altres (Ramiji i Foka, 2002). També estan implicats en la proliferacié cel-lular, sent-ne
C/EBPa un inhibidor i C/EBPB un activador. Donada la seva importancia en la
regulacié de la proliferacié, mutacions en els seus gens estan associades a l'aparicio
de tumors (Pabst i cols. 2001; Zhou i cols. 2001). Una altra funcié destacada dels
C/EBPs és la regulacié del metabolisme. Els ratolins deficients per a C/EBP perden la
capacitat de mobilitzar i metabolitzar el glicogen del fetge, i molts moren en fases
embrionaries per aquesta causa (Liu i cols. 1999). Per ultim, els C/EBPs estan

implicats en la resposta inflamatoria, sent molt importants en la resposta immunitaria
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desencadenada pels macrofags i també als hepatocits, regulant la resposta de la fase
aguda hepatica (Akira, 1997; Schrem i cols. 2004).

Funcions al SNC

La preséncia dels C/EBPs s'ha descrit a neurones, on s'ha relacionat amb processos
com la neurogénesi (Paquin i cols. 2005), la memoria (Taubenfeld i cols. 2001) i la
regulacié dels cicles circadians (Zak i cols. 2006), i a les cél-lules glials, on s'ha
relacionat amb la resposta inflamatoria, ja que responen a l'activacié per citocines
proinflamatories (Cardinaux i cols. 2000). A més, hi ha seqiéncies d'unidé per a
C/EBPs als gens que codifiquen per a IL-1B, TNF-a, iNOS i COX-2 entre d'altres
(Ramiji i Foka, 2002). El nostre grup ha demostrat la implicacié de C/EBPa, C/EBPJ i
C/EBP® en l'activacié glial, mostrant que estimuls com el LPS o la mort neuronal
induida per excitotoxicitat modulen I'expressié dels C/EBPs a astrocits i microglia
(Pérez-Capote i cols. 2006; Ejarque-Ortiz i cols 2007a, 2007b, 2010). Donada la seva
rellevancia en els estudis realitzats a aquesta tesi, descriuré amb més profunditat el

paper de C/EBP B i 6 a la microglia (per a esquema, veure figura 18).

- C/EBP

El C/EBP presenta tres isoformes, una de 38 KDa anomenada Full, una de 35 KDa
anomenada LAP (de l'anglés Liver-enriched Activating Protein) i una de 20 KDa
anomenada LIP (de l'anglés Liver-enriched Inhibitory Protein). Full i LAP presenten
I'estructura complerta dels C/EBPs, mentre que a LIP li falta el domini d'activacio; es
tracta doncs d'un repressor transcripcional, ja que es pot unir al DNA perd no activa la
transcripcié. En resposta a un estimul proinflamatori s'activa la transcripcié de Full i
LAP, i quan la resposta inflamatoria ha de finalitzar, i per evitar una sobreactivacio, es
sintetitza LIP, que s'uneix a Full i LAP impedint que segueixin transcrivint gens
proinflamatoris.

La regulaci6 de C/EBPB és molt complexa, d'una banda es pot regular a nivell
transcripcional, sintetitzant proteina de novo mitjangant la unié de diferents factors de
transcripcié al seu promotor. S'han descrit seqiiéncies d'unié al promotor de C/EBPJ
per a CREB i també de C/EBPs, el que permet una autoregulacié de la transcripci6.
D'altra banda, també es regula a nivell posttranscripcional, mitjancant fosforilacié,
acetilacio o sumoilacié, perd no esta clara la importancia que tenen aquestes
modificacions posttraduccionals en [l'activaci6 de C/EBP. Aixi per exemple, la
fosforilaci6 de determinats residus disminueix la unié de C/EBPB, mentre que és
necessari que residus concrets estiguin fosforilats per a qué C/EBP es pugui unir als

promotors d'alguns gens (revisat a Ramji i Foka, 2002). El mateix es pot dir de la
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regulacié mitjancant acetilacié (Nerlov, 2008). La sumoilaci6 sembla actuar com a
mecanisme repressor de l'activitat de C/EBP[B, a més de disminuir la interaccié de

C/EBP amb altres proteines.
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Figura 18. Induccio seqiiencial del C/EBP i 6 en resposta a un estimul proinflamatori. Poli,
1998
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El C/EBPp s'activa en resposta a estimuls proinflamatoris, i també esta relacionat amb
situacions patologiques. S'ha descrit un augment de C/EBP en cervells de pacients
de malaltia d'Alzheimer (Colangelo i cols. 2002), i també s'ha demostrat que a animals
deficients en C/EBPB el dany causat per isquémia i per excitotoxicitat és menor
(Kapadia i cols. 2006; Cortes-Canteli i cols. 2008)

- C/EBP®

El C/EBPd només presenta una isoforma de 32 KDa. A diferencia de C/EBPS, la seva
expressio basal és gairebé indetectable, i es sintetitza de novo en resposta a un
estimul. El seu promotor té llocs d'unié per a STAT-3, NF-kB i CREB per a la iniciacio
de la transcripcio (Liu i cols. 2007) i per a Sp1, que regula I'expressio basal de C/EBPS
(Zhang i cols. 2007). També s’han descrit llocs d'unid6 per a C/EBPs, que s'han
relacionat amb una resposta transcripcional més tardana (Yamada i cols. 1998). A
nivell posttranscripcional s'ha descrit fosforilacié per part de p38, perd no esta clar quin
paper juga en la regulacié de la proteina (Svotelis i cols. 2005).

La funcid6 de C/EBPd al SNC es coneix molt poc. Es sap que esta augmentat en
cervells de pacients de malaltia d'Alzheimer (Li i cols. 2004), i el nostre grup ha
demostrat que la seva expressid a la microglia i els astrocits s'incrementa en resposta
al LPS, unint-se al promotor de la COX-2 (Ejarque-Ortiz i cols. 2010).

1.3.5 LA RESPOSTA MICROGLIAL A LA MORT NEURONAL
La microglia és I'encarregada de fagocitar les cél-lules mortes al SNC. Se sap perd
que la fagocitosi de cél-lules que han mort per necrosi o per apoptosi indueix respostes

molt diferents a la microglia.

Apoptosi
L’apoptosi €s un procés de mort programada, altament regulat. Se 'anomena “mort

neta”, ja que no s'alliberen components intracel-lulars al medi, i s'activa un sistema de
senyalitzacié que promou la fagocitosi sense activacié proinflamatoria de la cél-lula
fagocitica (macrofags o microglia). Els classics marcadors de [I'apoptosi son:
'arrodoniment de la cél-lula, la formacié de vesicules intracel-lulars (majoritariament
d’autofagia), la condensacié de la cromatina, la fragmentacié del DNA i la translocacio
de la fosfatidilserina de la part interna a la part externa de la membrana cel-lular
(Bredesen i cols. 2006). Tots aquests canvis estan regulats per l'activacié de la

cascada intracel-lular de les caspasses.
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Les caspasses so6n

enzims de la familia
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Figura 19.Vies de senyalitzacio de I'apoptosi. Salvesen i Duckett,

caspasses es 2002,

classifiquen en dos

tipus: les activadores i les efectores (Thornberry i Lazebnik, 1998). Quan hi ha un
estimul proapoptotic s’activa la via de les caspasses (veure figura 19). Si I'estimul és
degut a un dany a la propia céllula (dany al DNA o a la cadena respiratoria
mitocondrial) s’activara la via intrinseca, si és per un senyal extern (com el FaslL)
s’activara la via extrinseca. Totes dues vies, mitjangcant proteines adaptadores,
activaran les caspasses iniciadores (la caspassa 9 en la via intrinseca i la 8 en la via
extrinseca). Aquestes proteolitzaran les procaspasses efectores (com la caspassa 3 i
la caspassa 7), convertint-les en enzims actius, que s’encarregaran d'inactivar els
inhibidors de I'apoptosi, de desassemblar les estructures cel-lulars i modular I'activitat

d’algunes proteines cel-lulars (Thornberry i Lazebnik, 1998).

Moltes malalties neurodegeneratives cursen amb apoptosi neuronal, induida per
acumulacions proteiques extracel-lulars, inhibici6 de Ila cadena respiratoria
mitocondrial, entrada massiva de calci, excitotoxicitat, o activacié del receptor de mort
(FADD), entre d’altres (Bredesen i cols. 2006). L'apoptosi al SNC, pero, també es ddna
de forma fisioldgica; un dels processos que impliquen apoptosi massiva és el
desenvolupament. Durant la formacié del SNC hi ha una alta densitat de poblacio
neuronal, perdo només aquelles neurones que formin sinapsis funcionals sobreviuran, i
la resta entren en apoptosi. La microglia és I'encarregada de fagocitar aquestes
neurones, sense que hi hagi un augment en l'alliberament de factors proinflamatoris
(Bessis i cols. 2007).
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La microglia expressa receptors scavenger, que soOn els encarregats d'iniciar la
fagocitosi de les neurones apoptotiques. Per la seva banda, les cél-lules apoptotiques
expressen marcadors, coneguts com eat-me signals, que permeten a la microglia
reconéixer-les i fagocitar-les; a més, desapareixen les senyals inhibidores de
fagocitosi, les don’t eat-me signals. Una de les eat-me signals més coneguda és la
fosfatidilserina, que pot ser detectada per diversos receptors microglials, com la
integrina de membrana vitronectina, el receptor de fosfatidilserina o el receptor tirosina
cinasa MER (Witting i cols. 2000). Les parelles receptor microglial-lligand neuronal
Fas/FasL i TNFR-1/TNF també juguen un paper en el reconeixement de les neurones
apoptotiques per part de la microglia (Griffiths i cols. 2009). La fagocitosi de cél-lules
apoptotiques disminueix la resposta inflamatoria, disminuint la secrecié de citocines

proinflamatories com la IL-18 i el TNF-o, incrementant la secrecié de citocines
antiinflamatories, com la IL-10 o el TGF[3, a més de factors de creixement, promovent

aixi al reparacié tissular i reduint la inflamaci6é (Huynh i cols. 2002; Golpon i cols. 2004;
Chung i cols. 2006).

Necrosi

Al contrari que l'apoptosi, la necrosi és un procés de mort que s’associa amb un dany
rapid, que doéna lloc a una desintegracio de la célllula i a lalliberament del seu
contingut al medi extracel-lular (Griffiths i cols. 2009). La figura 20 mostra una imatge
de microscopia electronica d’'una céllula apoptdtica i una necrotica, i s’observen

clarament les diferéncies entre ambdues.

Figura 20. Imatges de microscopia electronica d’una cél.lula apoptotica i una necrotica. Plana
web Cell biology.
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Donat que, com ja s'ha comentat anteriorment, 'apoptosi és un procés clarament
caracteritzat, quan es donen alguns dels processos establerts com a marcadors
apoptotics (fragmentacié de DNA, condensacioé de cromatina, vesicules d’autofagia) es
parla d’'una mort apoptotica. En abséncia d'aquests marcadors, s'acostuma a assumir
que una mort no apoptotica és necrotica. En la literatura perd, hi ha molts autors
reticents a parlar de necrosi, i freqlientment s’'usen en canvi termes com mort per
excitotoxicitat o mort per estrés oxidatiu. Donat que la necrosi no és un procés regulat,
no s'esdevé un patrdé de resposta programat com el de I'apoptosi. Tot i aixd es poden
observar alteracions similars a les que s’observen a la mort apoptotica. A la necrosi es
poden produir danys al mitocondri, es reorganitza el citoesquelet i s'exposen elements
intracel-lulars a la membrana externa per tal de ser reconeguts pels receptors de la
microglia. També s’observa una condensaci6 de la cromatina, perd sense
fragmentacié del DNA (Bano i Nicotera, 2007).

Al SNC s'ha descrit la preséncia de neurones necrotiques després d'un dany isquémic
o d'un traumatisme cranial (Shear i cols. 2002; Knoblach i cols. 2004; Bano i Nicoterea,
2007), aixi com en malalties neurodegeneratives com la malaltia d’Alzheimer (Suzuki,
1997).

El procés de reconeixement de les cél-lules necrotiques per part de la microglia no es
coneix tant com en el cas de l'apoptosi. Les cél-lules necrotiques secreten heat shock
proteins i fibrinogen, que soén lligands enddgens dels TLRs (Li i cols. 2001). De fet, la
microglia de ratolins deficients per a MyD88, la molécula adaptadora dels TLRs, tenen
una activacié disminuida en resposta a la preséncia de cél-lules necrotiques (Pais i
cols. 2008). L'activacio dels TLRs pels factors alliberats per les neurones necroétiques
indueix una pujada de NF-kB (Basu i cols. 2000), que ddna lloc a la transcripcié de
gens proinflamatoris. Aixi, la microglia s'activa incrementant I'expressié de diversos
marcadors proinflamatoris com el MHC I, el CD11b, IL-6, TNF-a, INOS i COX-2.

Es creu que la mort per necrosi té conseqiiéncies perjudicials per a les cél-lules veines
i que esdevé només quan no es pot posar en marxa el programa d’apoptosi, per

exemple com a conseqiiéncia d’un estimul molt fort i sobtat (McHugh i Turina, 2006).
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1.4 ESTRATEGIES PER A INHIBIR L'ACTIVACIO GLIAL,
UTILITAT TERAPEUTICA

Donat el seu efecte perjudicial i neurotoxic, I'activacié microglial es contempla com una
diana terapéutica en processos neuroinflamatoris cronics, com per exemple les
malalties neurodegeneratives. La modulacié de I'activacié microglial es pot abordar
com a minim mitjangant dues estratégies; d’'una banda es poden reforgar els senyals
inhibidors que mantenen la microglia en estat quiescent, de I'altra es poden inhibir els
mecanismes implicats en l'activacié proinflamatoria. En ambdés casos el resultat és la
inhibicié de I'activacio microglial, el que pot ser molt Gtil en la terapia dels trastorns

neurologics que cursen amb neuroinflamacié.

1.4.1 PREVENCIO DE L'ACTIVACIO GLIAL

Com s’ha explicat en anteriors apartats, al SNC en condicions fisiologiques hi ha un
ambient immunodepressor, que manté la microglia en un estat de vigilancia pero
sense activacio. Aixo és possible gracies a la preséncia de senyals inhibidores off, com
el CD200. En els darrers anys han aparegut diversos treballs en la literatura que es
centraven en I'estudi d’aquestes molécules com a dianes terapeutiques. S’ha vist que
activant la seva senyalitzacié es pot inhibir I'activacié microglial, fet que alleuja la
simptomatologia i enlenteix la progressié de la patologia a models animals de malalties
neurodegeneratives (Takahashi i cols. 2007; Liu i cols.2010).

Treballs realitzats in vitro amb macréfags cocultivats amb neurones demostren que la
interrupcié de la senyalitzaci6 CD200-CD200R usant anticossos bloquejants del
receptor augmenta la produccié de IL-6 dels macrofags en resposta al IFN-y, aixi com
la neurotoxicitat associada (Meuth i cols. 2008). A més, Lyons i cols. (2007a) van
demostrar que l'expressié del CD200 a I'hipocamp es troba disminuida en ratolins
envellits i aquesta baixada s'acompanya d'un augment de l'expressié de MHC Il a la
microglia, és a dir, un augment de l'activaci6 microglial. Aquests efectes també
s'observen després del tractament amb AB, tan in vivo com in vitro. L'activacio
microglial induida per I'AB (produccié de IL-1B, IL-6 i TNF-a) disminueix en preséncia
de neurones. Aquest efecte és degut a la presencia de CD200, ja que si aquest es
blogueja les neurones no sén capaces d'inhibir I'activacio glial. L'efecte proinflamatori
de I'AB també es reverteix al tractar amb la interleucina antiinflamatoria IL-4 (Lyons i
cols. 2007b). Una vegada més, CD200 esta implicat en aquesta resposta, ja que la IL-
4 augmenta la seva expressid (Lyons i cols. 2007a). Aquestes dades demostren la
importancia de CD200 en la modulaci6 de la resposta microglial i de la

neuroinflamacio.
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Hoek i cols (2000) van caracteritzar la resposta inflamatoria en ratolins deficients en
CD200. En aquests ratolins hi ha més cél-lules microglials i aquestes es troben
basalment més activades (tenen una major expressio de CD45 i CD11b). Quan es
secciona el nervi facial d’aquests animals la resposta de la microglia és molt més
rapida, ja que la presencia de microglia activada envoltant a les neurones danyades es
detecta molt abans als animals deficients en CD200 que en els no deficients. En
aquest mateix sentit, en els ratolins deficients en CD200 als que s'indueix EAE, un
model de malaltia autoimmune desmielinitzant, la malaltia progressa més rapidament
que als ratolins no deficients. Un altre model per estudiar el paper de CD200-CD200R
és el bloqueig de la senyalitzacidé usant anticossos bloquejants del receptor. Al tractar
amb aquests anticossos animals als que s'ha induit EAE s’observa un empitjorament
de la simptomatologia de la patologia i un augment de la infiliracié de limfocits T i
macrofags (Wright i cols. 2000; Meuth i cols. 2008). El paper del CD200 també s'ha
estudiat usant ratolins WId®, els quals presenten una mutacié al gen WId que resulta
en una alta resisténcia al dany neuronal (Mack i cols. 2001). Quan se'ls indueix EAE
aquests ratolins presenten un retard en l'aparicié dels simptomes i un curs menys
sever de la patologia. A més, en un model de neurotoxicitat induida per activacié
microglial (usant cocultius neurona-microglia tractats amb LPS) la mort de les
neurones WId® és molt menor a la de les neurones que no contenen la mutacio.
Aquesta resisténcia al dany neuronal esta relacionada amb el CD200, ja que les
neurones WId® tenen una major expressi6 de CD200 que les neurones que no
contenen la mutacié. El bloqueig de la senyalitzaci6 CD200-CD200R usant anticossos
bloquejants per a CD200 inhibeix la resisténcia de les neurones WId® a la
neurotoxicitat induida per microglia activada i al dany axonal induit per la EAE (Chitnis
i cols. 2007).

La interacci6 CD200-CD200R també es pot modular en sentit contrari, és a dir, es
poden usar agonistes del receptor per incrementar la senyalitzacié. El tractament de
macrofags amb aquests agonistes redueix la produccié de citocines proinflamatories
induida per el IFN-y, perd no té efecte sobre la produida amb LPS (Jenmalm i cols.
2006). L'administracié d'anticossos agonistes de CD200R1 disminueix la capacitat
presentadora d'antigens de la microglia, aixi com la seva activacié. Aquests efectes
també s'observen a ratolins als que s'ha induit EAE, en els que a més, s'inhibeix la
infiltracié de microglia i macrofags a la lesio, atenuant els simptomes de la patologia
(Liu i cols.2010).
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1.4.2 INHIBICIO DE L'ACTIVACIO GLIAL

L’activacio de la microglia es pot modular inhibint els mediadors proinflamatoris, ja
siguin factors de transcripcié com NF-xB, C/EBPs o STATSs, enzims com iNOS, COX-2
o NADPH oxidasa, o citocines com TNF-a, IL-1B o IL-6. Per fer-ho, actualment es
disposa d’inhibidors farmacolodgics, siRNAs o ratolins deficients per a la maijoria
d’aquests factors. A més dels inhibidors selectius, hi ha molécules presents a la natura
que s’han usat en la medicina tradicional pel seu efecte antiinflamatori a nivell sistémic
que també poden actuar a nivell central inhibint I'activacié de la microglia. A nivell
terapéutic aquests compostos presenten els avantatges de poder ser ingerits a la dieta
i de poder inhibir la inflamacié actuant de forma més global, ja que sovint inhibeixen

I’activacié de més d’un factor inflamatori.

Els flavonoides

Els flavonoides s6n un grup de compostos polifendlics que es troben de forma ubiqua
a les plantes. A la dieta humana els fonts principals de flavonoides sén la fruita, les
verdures, els cereals i el vi (Manach i cols. 2004). L’estructura quimica dels flavonoides
consisteix en un anell benzénic (B) i 2 benzopirénics (A i C) amb diverses
modificacions (veure figura 21). Els flavonoides es classifiquen en 6 grups, en funcio
del grau d’oxidaci6é dels carbonis i la hidroxilacié a la posicié 3: flavonols, flavones,
isoflavones, flavonones, flavonols i antocianines (Vafeiadou i cols. 2007). En ser
ingerits els flavonoides sén sotmesos al metabolisme intestinal i hepatic, que permetra
la seva absorcio a la sang arribant aixi als diferents teixits. En el cas del SNC, no tots
els flavonoides poden travessar la barrera hematoencefalica, ja que dependra del grau
de lipofilicitat que presentin (Youdim i cols. 2003, 2004).

Els flavonoides han estat classicament
utilitzats pel seu efecte antioxidant i
antiinflamatori, perd és coneix molt poc
sobre el mecanisme d’acci6 d’aquests
compostos. Hi ha alguns treballs que
proposen que aquest efecte podria estar
mediat per la inhibici6 de COX-2 i iINOS

Figura 21. Estructura quimica genérica (revisat per Yoon i Baek, 2005). Es
dels flavonoides

desconeix quines serien les molécules
implicades en aquesta inhibicio, perd hi ha un estudi realitzat en macrofags de la linia

RAW 264.7 que demostra que els flavonoides crisina, apigenina i caemferol inhibeixen
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COX-2 i INOS mitjangant I'activacié dels receptors intracel-lulars PPARs (de I'anglés
peroxisome proliferator agonist receptors) (Liang i cols. 2001).

Hi ha alguns treballs publicats sobre I'efecte dels flavonoides al SNC. Inaiami i cols.
(1998) van demostrar que I'administracié de catecina és neuroprotectora en un model
de mort per estrés oxidatiu, i Luo i cols. (2002) van mostrar I'efecte beneficiés d’'un
flavonoide derivat del Ginko biloba a un model de malaltia d’Alzheimer. Treballs
realitzats usant linies cel-lulars o cultius primaris de microglia han mostrat que els
flavonoides fisetina (Zheng i cols. 2008) i baicaleina (Suk i cols. 2003; Chen i cols.
2004) inhibeixen I'activacié microglial (TNF-o;, NO, PGE; o COX-2). A més, la inhibicio
de l'activacid microglial amb silimarina (Wang i cols. 2002), fisetina (Zheng i cols.
2008), wogonina (Lee i cols. 2003) o baicaleina (Li cols. 2005) pot tenir efecte
neuroprotector en diferents models de neurotoxicitat. No esta clar quines vies de
senyalitzacié i factors de transcripcid6 son els responsables dels efectes dels
flavonoides sobre l'activacié microglial. Alguns autors han mostrat I'efecte inhibidor
d’alguns flavonoides sobre els factors de transcripcio de les families AP-1 (Chen i cols.
2004) i NF-xB (Wang i cols. 2002; Lee i cols. 2003; Suk i cols. 2003; Chen i cols.
2004). Dos treballs proposen un efecte dels flavonoides baicaleina i crisina inhibint la

unié al DNA dels C/EBPs, concretament de C/EBP (Chen i cols. 2004; Woo i cols.
2005).

Crisina

La crisina és un flavonoide del grup de les flavones
que s’extreu de I'Oroxylum indicum (veure figura 22).
Tot i que s’'usa de fa molts anys a la medicina
tradicional pels seus efectes antiinflamatoris i
antioxidants, s’han fet pocs estudis per avaluar el seus
efectes i els mecanismes d’acci6 implicats. Els estudis
realitzats amb aquesta molécula s’han centrat en el
seu paper antitumoral (Tobin i cols. 2006; Khoo i cols.

2010), a més del seu efecte inhibidor de la inflamacio,

mediat pel decrement de COX-2 i iNOS a macrofags

Figura 22. Oroxylum indicum,
planta de la que s’extreu la
sobre l'efecte de la crisina a les cél-lules de la crisina. Plana web Wikipedia.

(Cho i cols. 2004). Només s’ha publicat un treball

microglia, usant la linia cel-lular BV2, en el que observen una baixada de iNOS, TNF-a

i IL-1B induits per LPS (Ha i cols. 2010).
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Es coneix molt poc sobre el mecanisme d’accié de la crisina. Se sap que aquesta
molécula interacciona amb els receptors intracel-lulars PPARs (Liang i cols. 2001) i
amb AhR (de l'anglés aryl hidrocarbon receptor), un factor de transcripcié activat per
lligand implicat en la inhibicié de la resposta inflamatoria (Van der Heiden i cols. 2009).
Un treball realitzat en macrdfags mostra que la crisina inhibeix la unié de C/EBPJ al
DNA (Woo i cols. 2005) i recentment s’ha publicat un treball usant la linia microglial
BV2 que mostra que la crisina pot inhibir I'activacié de NF-xB i JNK (de I'anglés c-Jun

N-terminal kinase) (Ha i cols. 2010).
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OBJECTIUS

El primer objectiu és establir i caracteritzar un model in vitro de neuroinflamacio.

Aquest objectiu inclou:

1a. Caracteritzar el patré6 d’activacidé microglial a cultius tractats amb un estimul
proinflamatori a partir de la determinacié de diferents parametres, com la produccio
d’oxid nitric i citocines proinflamatories, i I'expressié d’enzims i factors de transcripci6

implicats en la resposta inflamatoria.

1b. Establir un model de cocultiu de neurones i microglia on estudiar la neurotoxicitat
induida per activacid microglial. Caracteritzar el model mitjangant I'avaluacié de la
viabilitat neuronal i la produccié de factors proinflamatoris. Estudiar quins d’aquests

factors so6n els principals mediadors de I'efecte neurotoxic.

El segon objectiu és estudiar el paper dels factors de transcripci6 C/EBPs en
I'activacié microglial i la neurotoxicitat associada. Els C/EBPs participen en la regulacio
de l'expressié de molts dels gens implicats en la resposta proinflamatoria de la
microglia activada. La nostra hipotesi és que la inhibici6 d’aquests factors de
transcripcié disminuiria aquesta resposta i tindria un efecte neuroprotector. Per validar

aquesta hipotesi ens plantegem:

2a. Avaluar el possible efecte antiinflamatori i neuroprotector del flavonoide crisina.

Estudiar la implicacio dels C/EBPs en el mecanisme d’accié d’aquest compost.

2b. Estudiar I'efecte de I'abséncia de C/EBPB o C/EBPS en la neurotoxicitat induida
per activaciéo microglial, mitjangant la utilitzacié6 de microglia de ratolins deficients en
C/EBP o C/EBPS.

El tercer objectiu és estudiar d’'una banda quins estimuls poden modular I'expressié
de CD200 a les neurones i de laltra quin és el paper de CD200 i CD200R en la
modulacié de I'activacié microglial per part de les neurones. En condicions basals,
I'activacié de la microglia és inhibida per una série de senyals neuronals entre les que
es troba la parella lligand-receptor CD200-CD200R. La nostra hipotesi és que aquesta
senyalitzacié és important per establir si un determinat estimul indueix o no una
resposta proinflamatoria a la microglia, i que modulant I'activacié de CD200R es pot
inhibir la sobreactivacié microglial que t¢ com a conseqiiéncia un efecte neurotoxic.

Per abordar el present objectiu el que farem sera:
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3a. Establir un model de mort neuronal apoptotica i un model de mort neuronal

necrotica per excitotoxicitat.

3b. Estudiar quins estimuls sén capacos de modular I'expressié de CD200, centrant-

nos d’una banda en fendmens de mort neuronal i de I'altra en estimuls proinflamatoris.

3c. Estudiar l'efecte de la modulaci6 de la senyalitzacié6 CD200-CD200R sobre

I'activacié microglial i la neurotoxicitat associada.
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MATERIALS | METODES

3.1 CULTIUS
3.1.1 PLAQUES | FLASCONS DE CULTIUS

Tipus de placa Proveidor Referéncia Volum
Placa de 96 pous Nunc 167008 0,1 mL/pou
Placa de 48 pous Nunc 150687 0,3 mL/pou
Placa de 6 pous Nunc 40675 2 mL/pou
Flasco T25 TPP 90025 5 mL
Flascé T75 TPP 90075 15 mL
Flascé T150 TPP 90150 30 mL

3.1.2 CULTIU DE LA LiNIA CEL-LULAR MICROGLIAL MURINA BV2
La linia murina de microglia BV2 va ser cedida per la Dra. Elisabetta Blasi (Azienda
Opsedaliero-Universitaria, Modena, lItalia). Aquesta linia cel-lular va ser generada a

partir de microglia primaria transfectada amb I'oncogen v-raf/v-myc (Blasi i cols. 1990).

a) Material

Reactius utilitzats

Tipus de Concentracio
Producte Proveidor | Referéncia i
producte final
Medi RPMI 1640 Invitrogen 21875-034 -
Sérum fetal bovi Invitrogen 10270-106 10%
Suplements Penicil-lina- _
o Invitrogen 15140-114 0.1%
estreptomicina

-Medi de cultiu: RPMI 1640 complementat amb 10% de sérum fetal bovi (FBS, de
'anglés foetal bovine serum) i 0,1% de penicil-lina/estreptomicina (P/S, de l'anglés
peniciline/streptomicin).
-Plaques de cultiu

* per a manteniment de la linia: flascons T25

* per a immunocitoquimica, ELISA i avaluacié de nitrits: plaques de 48 pous

* per a extraccié de proteines totals i RNA: plaques de 6 pous

* per a extraccié de proteines nuclears i cocultiu: flascons T75 o T150
-Pipetes seroldgiques, tubs Falcon.
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-Rascadors (TPP ref. 99003).

-Camera de Neubauer.

-Dimetilsulfoxid (DMSO) (Sigma ref. D2650).
-Criotubs.

b) Procediment

Manteniment

Les BV2 son cél-lules amb una taxa de divisié molt alta i un metabolisme molt actiu.
Cal fer canvis de medi cada 2 dies i un pas de sembrat per manteniment com a minim
2 cops per setmana, sin6 es desenganxen de la placa. La figura 23 mostra un cultiu
confluent de BV2. Les cél-lules es mantenen a 37°C amb un 5% de CO,.

Com a la majoria de les linies cel-lulars, les propietats de les BV2 poden variar segons
el niumero de passos de sembrat, perd no hi ha un criteri establert sobre quin seria el

numero optim ni el maxim. Nosaltres les hem utilitzat entre 3 i 25 passos de sembrat.

*Per fer el pas de sembrat:
1-Canviar el medi.
2-Aixecar les cellules pipetejant contra la superficie de sembrat amb una
pipeta serologica (no cal tripsinitzar).

3-Diluir 0,5 mL de la suspensi6 cel-lular amb 4,5 mL de medi fresc i posar-ho a

un flascéd T25 nou.

Figura 23. Imatge de les cél-lules BV2 en camp clar (A) i marcades per
immunofluorescencia amb anticos anti CD11b (B)

Sembrat
Per sembrar les cél-lules en placa es van comptar i sembrar a una densitat coneguda:
10° cél/mL per a extraccio de proteines i RNA, i 5x10* cél/mL per a avaluaci6 del nitrit

present al medi, ELISA i immunocitoquimica.
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*Per sembrar:
1-Canviar el medi.
2-Aixecar les cel-lules amb el rascador i resuspendre uniformement amb la
pipeta serologica.

3-Posar 10 uL de suspensié cel-lular a cada una de les subcameres de la

camera de Neubauer.
4-Comptar els 4 quadrants de cada subcamera
5-Calcular el numero total de cél-lules aplicant la férmula:
NGm. de cél-lules=(promig de 8 quadrants)x10*x mL de suspensio
6-Ajustar a la densitat desitiada amb medi fresc i sembrar el volum

corresponent (veure taula de I'apartat 3.1).

Congelacié
1-Canviar el medi.
2-Preparar una suspensi6 cel-lular a 10° cél/mL, seguint el protocol descrit a
I'apartat de “sembrat”.
3-Posar en un criotub 900 uL de suspensio cel-lular i 100 uL de DMSO. Posar-
ho immediatament en gel.
4-Deixar 2 h a -80°C.

5-Passar els criotubs al tanc de nitrogen liquid.

Descongelacio
Es molt important que una vegada tretes del tanc de nitrogen liquid les cél-lules es
mantinguin en neu carbodnica fins la descongelacid, i que una vegada descongelades
el medi amb DMSO es canvii el més rapid possible, ja que és molt toxic i pot matar les
cél-lules.
1-Descongelar les cél-lules en 25 mL de medi fresc temperat a 37°C.
2-Centrifugar 5 min a 200 g.

3-Resuspendre en 10 mL de medi fresc i sembrar en 2 T25.

*Una vegada descongelades, les cél-lules tenen un metabolisme més actiu. Caldra fer
el canvi de medi i el pas de sembrat més sovint del que és habitual.

*Les cél-lules es poden usar a partir del tercer pas de sembrat.

*Es aconsellable recongelar cél-lules del primer pas de sembrat per tal de conservar

aliquotes emmagatzemades en nitrogen liquid.
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3.1.3 CULTIUS PRIMARIS DE GLIA

Tots els experiments s’han dut a terme seguint les directrius del Consell de la Uni6
Europea (86/609/EU) i les regulacions del Govern Espanyol (BOE 67/8509-12, 1988)
per a I' s d’animals de laboratori, i van ser aprovats pel Comité Etic de I'Hospital Clinic

de Barcelona.

Reactius utilitzats

Tipus de Concentracié
Producte Proveidor | Referéncia i
producte final
Medi DMEM:F-12 Invitrogen | 31330-038 ---
Sérum fetal bovi
Invitrogen 10270-106 10%
(FBS)
Penicil-lina-
Suplements Invitrogen 15140-114 0,1000%

estreptomicina

Fungizone
Invitrogen 15290-018 0,1000%
(AmfotericinaB)

Tripsina-EDTA _ 0,0625% /
Invitrogen 25200-072
0,25% 1 mM 0,2500%
Altres
PBS Sigma P5368 ---
Desoxiribonucleasa | Sigma D5025 4 mg/mL

Cultiu de glia mixta de ratoli

Els cultius primaris de glia mixta s'obtenen a partir de ratolins C57BL/6 de 2-4 dies.
a) Material

-Material de disseccid.

-Plaques de Petri, tubs Falcon, pipetes seroldogiques, camera de Neubauer.

-Placa de tefl6 i fulla Gillette.

-Ampolles de vidre de 100 mL.

-Filtres amb porus de 100 ym de diametre.

-Medi de cultiu DMEM:F-12 complementat amb un 10% de FBS, 0,1% de P/S i 0,1%
de Fungizone.

-PBS esteéril a 4°C.

-Tripsina-EDTA.

-Desoxiribonucleasa | (DNAsa).
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b) Procediment

Els volums s'especifiquen per a 8 cervells.

1-Disseccionar el cervell per obtenir les escorces cerebrals. Descartar les meninges i
el cervell mig. Mantenir els cervells en una placa de Petri en gel durant tot el procés.
2-Posar les escorces cerebrals a la placa de tefl6 i trossejar-los amb la fulla Gillette.
3-Transferir-ho a un tub Falcon i afegir 10 mL de PBS.

4-Centrifugar 2 min a 200 g.

5-Aspirar el PBS, resuspendre en 12 mL de Tripsina-EDTA i transferir-ho a una
ampolla de vidre.

6-Incubar-ho durant 30 min en un bany en agitacié a 37°C.

7-Afegir 12 mL de medi DMEM:F-12 complementat i 500 yL de DNAsa 4 mg/mL i
transferir-ho a un tub Falcon.

8-Pipetejar contra la paret del tub entre 20 i 35 vegades per disgregar el teixit.

9-Filtrar amb un filtre de 100 ym de diametre de porus.

10-Centrifugar 7 min a 200 g.

11-Resuspendre en 30 mL de medi complementat.

12-Comptar amb la camera de Neubauer i sembrar a una densitat de 3,5x10° cel/mL.
13-Mantenir les cél-lules a 37°C amb un 5% de CO,, fent canvis de medi cada 7 dies.

El cultiu és confluent als 10-14 dies in vitro (DIV).

Obtencid d'un cultiu enriquit en microglia a partir del de glia mixta

A partir d'un cultiu de glia mixta de 21 DIV es pot obtenir un cultiu enriquit de microglia,
seguint el protocol descrit per Saura i cols. (2003).

a) Material

-Medi DMEM:F-12 sense complementar.

-Medi DMEM:F-12 complementat amb un 10% de FBS, 0,1% de P/S i 0,1% de
Fungizone.

-Tripsina-EDTA (acid etilendiaminotetraaceétic).

-Pipetes serologiques, tubs Falcon.

b) Procediment

1-Aspirar el medi de les cél-lules i guardar-lo a 37°C. Rentar les cél-lules amb medi
sense complementar.

2-Incubar les cél-lules amb tripsina diluida en DMEM:F12 1/4 entre 25 i 40 min a 37°C

(els volums per a cada pou s'especifiquen a la taula de I'apartat 3.1).
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3-Quan la capa d'astrocits s'hagi desenganxat del pou (com mostra la figura 24), aturar
la tripsinitzacié afegint un volum equivalent de medi complementat.

4-Aspirar tot el volum del pou, per emportar-se els astrocits.

5-Afegir medi condicionat que s'ha guardat al pas 1. La microglia es manté a 37°C amb
un 5% de CO.. El cultiu enriquit de microglia es pot fer servir fins a 3 dies després de

I'obtencid, ja que I'abséncia d’astrocits redueix la viabilitat del cultiu.

Figura 24. Seqliencia fotografica de I'aillament de la microglia sequint el protocol aqui
descrit. A) Cultiu de glia mixta, B i C) capa d’astrocits aixecant-se i deixant al descobert la
microglia de sota, i D) cultiu enriquit en microglia. La barra representa 40 um. Saura i
cols. 2003.
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3.1.4 CULTIU DE NEURONES CORTICALS RATOLI

Tots els experiments s’han dut a terme seguint les directrius del Consell de la Uni6
Europea (86/609/EU) i les regulacions del Govern Espanyol (BOE 67/8509-12, 1988)
per a I' s d’animals de laboratori, i van ser aprovats pel Comité Etic de 'Hospital Clinic
de Barcelona. Els cultius de neurones corticals s'obtenen a partir d'embrions de 16
dies de ratoli C57BL/6. S'ha seguit el protocol de Frandsen i Schousboe (1990) amb

modificacions.

a) Material

Reactius utilitzats

Tipus de Concentracio
Nom del producte | Proveidor | Referéncia
producte final
Medi DMEM 10X Biochrom F0455 -
AG
Acid aminobenzoic Sigma A9878 0,1%
Insulina Sigma 15500 3,5 ng/L
Penicil-ina G Sigma P3032 0,6 mg/mL
FBS Invitrogen | 10270-106 10%
Suplements L-glutamina Sigma G8540 0,03 mg/mL
D-glucosa Sigma G6152 1,2 mg/mL
Tripsina Sigma T0303 0,2 mg/mL
Inhibidor de tripsina
(SBTI) Sigma T9128 0,52 mg/mL
Desoxiribonucleasa | Sigma D5025 10 mg/mL
NaHCO; Sigma S8875 25,5 mM
NaCl Sigma S9625 120 mM
KCI Sigma P4504 4,8 mM
KH,PO4 Sigma P5379 1,22 mM
_ Roig de fenol Sigma P3532 0,06 mg/mL
Reactius Albumina sérica
bovina (BSA) Sigma A6003 3 mg/mL
MgSQO, Sigma M2643 1,16 mM
CaCl, Sigma C3306 1,26 mM
MgCl, Sigma M2393 0,5 mM
Na;HPO, Sigma S9763 0,35 mM
Poli-D-lisina Sigma P1024 25 mg/L
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-Medi DMEM.

-Solucions 1-4.

-PBS estéril a 4°C.

-Material de disseccié.

-Placa de teflo, fulla Gillette, canula metal-lica.

-Pipetes seroldgiques, tubs Falcon, xeringues 20 mL, plaques de Petri, camera de
Neubauer, ampolles de vidre.

-Plaques recobertes amb poli-D-lisina.

b) Preparaci6 de les solucions, plaques i medi.
* Plaques amb poli-D-lisina:
1-recobrir els pous amb solucié estéril de poli-D-lisina 25 mg/L
(volums especificats a la taula de 'apartat 3.1).
2-Protegir les plaques de la llum cobrint-les amb paper d'alumini.
3-Incubar-les tota la nit a 37°C.
4-Aspirar tot el volum de poli-D-lisina i guardar-les a 4°C.

Es poden fer servir fins a un mes després de la seva preparacio.

* Medi de cultiu (250 mL):

El DMEM 10X que s'’utilitza no conté NaHCO3, per el que se n’ha d’afegir. La
concentraci6 de NaHCO; final no és de 3,7 g/L (la que acostuma a tenir el
DMEM estandard) sin6é de 2,2 g/L que és més indicada per controlar el pH del

medi a cultius neuronals que es mantenen a incubadors amb 5% de CO..

1-Diluir 25 mL de DMEM 10X en 225 mL de H,O milliQ.

2-AjustarelpHa 7.

3-Afegir 295,75 mg de D-glucosa i 550 mg de NaHCOs.

4-Descartar 25 mL.

5-Afegir 0,25 mL d'acid aminobenzoic, 0,5 mL de penicillina G,

0,875 mL d'insulina i 7,3 mg de L-glutamina.

6-Filtrar a la campana de cultius per a esterilitzar el medi.

7-Afegir 25 mL de FBS.

Guardar a 4°C, es pot fer servir fins a un mes després de preparar-lo.
En alguns experiments s'ha usat medi amb KCI 25mM, que es prepara seguint

el protocol especificat a dalt, perd afegint 355 mg de KCl en el pas 3.
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* Solucions
+ Soluci6 de Krebs (1L):

7,070 g de NaCl )

0,360 g de KCI - AjustarelpHa?7.

0,166 g KH,PO, - Guardar a 4°C, es pot fer servir
2,140 g NaHCO3; > fins a 6 mesos després de la
2,570 g D-glucosa preparacio.

0,015 g roig de fenol )
+ Solucions 1-4: Les solucions s'han de preparar al moment de fer-les
servir. Cal filtrar-les i gasejar-les amb CO; abans d'usar-les.
Solucié 1: 80 mL de solucié de Krebs + 0,24 g BSA + 0,62 mL
MgSO,
Solucié 2: 20 mL de solucié 1 + 4 mg tripsina + 120 yL DNAsa
Solucié 3: 20 mL de solucié 1 + 10,4 mg STBI + 0,2 mL MgSO,+
120uL de DNAsa
Solucié 4: 3,2 mL de solucié 3 portats a un volum total de 20 mL

de solucio 1.

c) Procediment (els volums s'han ajustat a 8 cervells)

1-Disseccionar el cervell dels embrions per obtenir les escorces cerebrals. Descartar
les meninges i el cervell mig. Mantenir els cervells en gel durant tot el procés.

2-Posar les escorces cerebrals a la placa de tefl6 i trossejar-los amb la fulla Gillette.
3-Transferir-ho a un tub Falcon i afegir 10 mL de soluci6 1.

4-Centrifugar 1 min a 200 g.

5-Aspirar amb compte la solucié 1, resuspendre en 20 ml de solucio6 2 i transferir-ho a
una ampolla.

6-Incubar-ho durant 10 min en un bany en agitaci6 a 37°C.

7-Transferir el tripsinitzat al tub que conté la solucié 4.

8-Centrifugar 5 min a 200 g. Mentrestant, preparar la canula i la xeringa, fent passar la
solucio 3.

9-Aspirar el sobrenedant amb molt de compte de no endur-se el DNA, ja que forma un
precipitat molt dens en el que les cél-lules queden adherides. Resuspendre en 4 mL de
soluci6 3.

10-Triturar el teixit passant-lo per la canula entre 10 i 12 vegades.
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11-Equilibrar la suspensi6 cel-lular amb CO, i deixar precipitar els possibles agregats
de cél-lules no disgregats durant 5 min.

12-Transferir el sobrenedant (utilitzant una pipeta Pasteur) a un tub Falcon que
contingui 6 ml de medi de cultiu fresc.

13-Centrifugar 5min a 200 g.

14-Resuspendre en 20-30 mL de medi de cultiu fresc.

15-Comptar amb la camera de Neubauer i portar la suspensié cel-lular a una densitat
de 8x10° cél/mL.

15-Mantenir les cél-lules a 37°C amb un 5% de CO,. El cultiu és madur als 5DIV.

Imatge de contrast de fase d'un cultiu de neurones corticals de 6DIV. La barra
representa 50 um.
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3.1.5 COCULTIUS

Els cocultius es realitzen sembrant la microglia (primaria o BV2) sobre el cultiu de

neurones corticals quan aquest té 5 DIV.

Cocultiu de neurones i microglia primaria

Es parteix de cultius de neurones corticals de 5 DIV sembrades en plaques de cultiu i
cultius de glia mixta de 3 setmanes sembrada en flascons obtinguts tal com es descriu
a l'apartat 3.1.3. A partir de la glia mixta s’obtenen les cél-lules de microglia, que es
sembren sobre el cultiu de neurones a una proporcié 1:2 (microglia:neurones).

a) Material

-Medi DMEM:F-12 complementat amb un 10% de FBS, 0,1% de P/S i 0,1% de
Fungizone.

-Medi DMEM (de neurones corticals).

-Tripsina-EDTA.

-Tubs Falcon, pipetes serologiques, rascadors, camera de Neubauer.

b) Procediment (volums especificats per a un flascd T75 de glia mixta)

1-Després d'incubar el cultiu de glia mixta amb tripsina diluida durant 30 min per a qué
s'aixequi la capa d'astrocits, aspirar el volum (sense parar la reacci6 amb medi
complementat).

2-Afegir 12 mL de tripsina-EDTA sense diluir.

3-Incubar 5-10 min a 37°C.

4-Aturar la tripsinitzaci6 afegint 12 mL de medi DMEM:F-12 complementat.

5-Rascar suaument amb el rascador tota la paret inferior del flascd unes 3 vegades i
recollir el medi. Pipetejar suaument tot el medi del flascd per assegurar que ens
emportem totes les cél-lules al recollir el volum. Transferir la suspensié a un tub
Falcon.

6-Centrifugar 5 min a 200 g.

7-Aspirar el sobrenedant i resuspendre en 1 mL de DMEM.

8-Comptar amb la camera de Neubauer, portar la suspensié a una densitat de 4x10°
cel/mL.

7-Sembrar les ceél-lules als pous del cultiu neuronal. El volum de suspensi6 del cultiu
de microglia que es sembra als pous de cultiu de neurones no ha de ser superior a 1/6
del volum final per evitar diluir massa el medi condicionat de les neurones. La densitat
final de microglia és de 4x10° cél/mL. S’obtenen 5-8x10° cél-lules de microglia per cada

flasco T75 de glia mixta.
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*Normalment la suspensié de cél-lules microglials esta a una densitat <4x10° cel/mL.
Per concentrar-la s'ha de tornar a centrifugar 5 min a 200 g i resuspendre en el volum
que calgui.

*Si s'han de processar diversos flascons és important no fer-ne més de 2 a la vegada,
ja que es triga una mica en fer el pas 5 i no és recomanable que les cél-lules estiguin

gaire estona en tripsina, encara que la reaccié s'hagi parat amb medi complementat.

Cocultiu de neurones i BV2

Es parteix de cultius de neurones corticals de 5 DIV sembrades en plaques de cultiu i
cultius BV2, obtinguts tal com s’explica a I'apartat 3.1.2. Les BV2 es sembren sobre les
neurones a una proporcié 1:5 (BV2:neurones).

a) Material

-Medi RPMI complementat amb un 10% de FBS i un 0,1% de P/S.

-Medi DMEM (de neurones corticals).

-Tubs Falcon, pipetes serologiques, rascadors, camera de Neubauer.

b) Procediment (volums especificats per a un flascé T75)

*Les BV2 es preparen tal com s'explica a l'apartat 3.1.2 sembrat.

1-Ajustar la suspensié de BV2 a una densitat de 9x10° cél/mL.

2-Sembrar les cél-lules als pous del cultiu neuronal. El volum de suspensié del cultiu
de microglia no ha de ser superior a 1/6 del volum final per evitar diluir massa el medi

condicionat de les neurones. La densitat final de BV2 és de 1,5x10° cél/mL.
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3.1.6 TRACTAMENTS

Material
Tipus de . Concentracio
Producte Proveidor Referéncia
producte final
LPS de E.coli .
Sigma L6529 100 ng/mL
055:B5
IFN-y de ratoli Sigma 14777 0.5-30 ng/mL
Crisina Aldrich C8,0105 20 uM
Interleucina 10 Peprotech 210-10 50 ng/mL
Tractaments | Dihidroclorur de 1415
1400W Tocris
Péptid agonista Servei de 300 ua/mL
sinteside | = T Hg/m
‘de CD200R | b aptids (UPF)
Acid glutamic Sigma G8415 5mM
Estaurosporina Sigma S4400 1 uM
CaCl,2H,0 Merck 2382 0,185 g/L
KCl Sigma P4504 0,4 g/L
KH,PO, Merck 1.04873 0,6 g/L
MgCl,-6H,0 i M2393
Productes 92t Sigma 0.1gL
MgSQO,4-7H,0O Sigma M1880 0,1g/L
NaCl Sigma S9625 8 g/L
Na,HPO, Sigma S8875 0,048 g/L
D-glucosa Sigma S0876 1 glL

Preparacio6 dels tractaments

*LPS+IFN-y

La solucié mare de LPS es prepara amb PBS a una concentracié de 1 mg/mL. L’ IFN-
y es prepara reconstituint-lo a una concentracié de 1 ug/mL en Na;HPO, (10mM pH 8).
Posteriorment es fa una diluci6 1/100 d’aquesta soluci® en medi, obtenint aixi la
solucié mare de IFN-y, que té una concentracié de 10.000 ng/mL.

El tractament de LPS+IFN-y es prepara en medi de cultiu. La concentracié final de
LPS és sempre 100 ng/mL, mentre que s’han fet servir diferents concentracions de
IFN-y: 0,5 i 5 ng/mL per a les BV2 i 15, 30 i 60 ng/mL per a la microglia. Es prepara

una solucié concentrada 30 vegades i es dissol al pou.

71



MATERIALS | METODES

Temps de tractament per a cada experiment:

proteines totals 12 h

proteines nuclears 4 h

immunofluorescéncia de proteines nuclears 4 h

immunocitoquimica de proteines citosoliques 24-48 h

RNA 3 h

viabilitat neuronal 24-48 h

ELISAiNO 24-48 h
*Crisina
La soluci6 mare de crisina es prepara a 60 mM en DMSO i es guarda a -20°C.
S'afegeix al cultiu 1 h abans del tractament amb LPS+IFN-y, a una concentracio final
de 20 pM, sent la concentracié final de DMSO <0,1%. Es prepara una solucio
entremitja diluint la solucié mare 1/100 en medi i aquesta es dissol 30 vegades al pou.

El tractament amb la crisina s’administra 1 h abans que el tractament amb LPS/IFN-y.

*IL-10

Primer es prepara una solucié 100 ug/mL reconstituint la IL-10 en H,O milliQ filtrada.
Seguidament es fa una dilucié d’aquesta solucié en medi de cultiu portant-la a una
concentracié de 50 ug/mL. Aquesta és la solucid6 mare de IL-10. La concentracié de
treball és 50 ng/mL, per tractar es prepara una solucié en medi de cultiu concentrada
30 vedades i es dissol al pou. El tractament amb la IL-10 s’administra 1 h abans que el
tractament amb LPS/IFN-y.

*1400W

La soluci6 mare de 1400W es prepara a concentraci6 900 uM en H,O milliQ. La
concentracié de treball és 10 uM, per tractar es prepara una solucié en medi de cultiu
concentrada 30 vedades i es dissol al pou. El tractament amb 1400W s’administra a la

vegada que el tractament amb LPS/IFN-y.

* Peptid agonista de CD200R/ péptid control

Els péptids es van sintetitzar al Servei de sintesi de péptids de la Universitat Pompeu
Fabra. La seqiiéncia del péptid agonista prové d’un treball de Gorczynski i cols. (2008),
on es descriu l'efecte agonista d’aquest péptid sobre el receptor CD200R. La
seqiéncia aminoacidica és: SPENMVTYSKT. Com a control negatiu s’administra un
péptid de seqiiéncia al-leatdria. La solucié mare es prepara reconstituint els péptids en

H,O milliQ a una concentraci6 de 10 mg/mL i es guarda a -20°C. El tractament
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s’administra a la vegada que el LPS+IFN-y, fent una dilucié 1/30 de solucié mare al
pou. El tractament amb el péptid s’administra a la vegada que el tractament amb
LPS/IFN-y.

*Estaurosporina
La soluci6 mare d'estaurosporina té una concentracié de 1 mM, que es dissol amb
soluci6 de Hanks amb Mg?* fins a una concentraci6 final de 1 uM.
La solucié de Hanks amb Mg?* es prepara amb la segiient recepta (per 500 mL):
0,0925 g de CaCl,
0,2000 g de KCI
0,0300 g de KH,PO4
0,0500 g de MgCl,
0,0500 g de MgSO,
4 g de NaCl
0,0240 g de Na,HPO,
0,5000 g de D-glucosa

*La solucio6 es filtra a cultius i es guarda a 4°C.

*Acid glutamic

El glutamat es prepara el dia d'Us, a una concentraci6 mare de 60 mM, dissolent el
glutamat en H,O milliQ, durant 1 h a 50°C. A partir d’aquesta solucié mare es prepara
una solucié de treball a una concentracié de 5mM en solucié de Hanks sense Mg?".

Aquesta es prepara seguint la recepta anterior, perd sense MgSO, ni MgCl..

Pauta de tractament

*BV2

24 h després del sembrat es canvia el medi de les cél-lules. Un dia després es tracten
amb LPS/IFN-y.

*microglia primaria

24 h després d'obtenir la microglia enriquida les cél-lules es tracten amb LPS/IFN-y.
*cocultius neurona-BV2

2 h després del sembrat de les BV2 sobre les neurones, el cultiu es tracta amb
LPS/IFN-y durant 24 h.
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*cocultius neurona-microglia primaria
24 h després del sembrat de la microglia sobre les neurones, el cultiu es tracta amb
LPS/IFN-y durant 48 h.

*cultius de neurones

els tractaments es realitzen quan el cultiu té 5 DIV (estaurosporina) o 7 DIV (glutamat).
1-Recollir el medi condicionat i guardar a 37°C.

2-Afegir solucioé de Hanks a 37°C als pous.

3-Afegir solucié de Hanks amb el tractament amb estaurosporina 1 uM o glutamat 5
mM durant 1 h.

4-Rentar els pous amb molta delicadesa amb solucié de Hanks.

5-Tornar a posar el medi condicionat.

6-24 h després del tractament processar les plaques.
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3.2 IMMUNOCITOQUIMICA

En aquesta tesi

s’han utilitzat diferents protocols d’immunocitoquimica,

tant

considerant el marcatge amb peroxidasa revelat amb diaminobenzidina i observacié

amb llum visible, com el marcatge amb fluorescéncia. En aquest darrrer cas s’han

realitzat tant marcatges senzills com dobles.

3.2.1 ANTICOSSOS | ALTRES REACTIUS

Tipus Font
Epitop Proveidor Referéncia Dilucié
d’anticos animal
MAP2 ratoli Sigma M1406 1/4000
CD11b rata Serotec MCA711G 1/300
GFAP conill Dako 20334 1/2000
. NF-kB/p65 ratoli Santa Cruz sc-8008 1/250
Antl_coss?os
primaris C/EBPB ratoli Santa Cruz sc-150 1/2000
C/EBPS ratoli Rockland 600-401-A61 1/2000
Caspassa 3 conill Cell Signalling 9661 1/500
CD200 cabra R&D AF3355 1/200
IgG conill cabra Molecular Probes | A11010 546 1/1000
Anticossos | |0G conill | cabra | Molecular Probes | A11070488 | 1/1000
secundaris
flutzzisce;‘t IgG ratoli cabra | Molecular Probes | A11017 488 | 1/1000
S exa
IgG rata cabra Molecular Probes | A11006 488 1/500
IgG conill cabra Vector BA-1000 1/200
Anticossos -
secundaris IgG ratoli cavall Vector BA-2000 1/200
biotinilats
IgG rata cabra Vector BA-9400 1/200
Altres Productes Proveidor Referéncia
Timerosal Sigma 18784
PFA Merck 1.04005
Metanol Panreac 131091.1214
Extravidina peroxidasa Sigma E2886
Diaminobenzidina
Sigma D5637
(DAB)
Sérum de cabra Vector S-1000
Sérum de cavall Vector S-2000
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3.2.2 PROCEDIMENT

Pas 1: fixacié

a) Material

-Paraformaldehid (PFA) al 4%.
-PBS (Sigma D8537).

-PBS + 0,4 mg/mL de timerosal.

b) Preparaci6 de les solucions

*PFA al 4% (per 1 L), sota campana extractora:
1-diluir 40 g de PFA en 500 mL de tampé fosfat 0,1 M (pH 7,4).
2-Escalfar fins que quedi una solucié
transparent. Important que la temperatura no superi els 65°C.
3-Afegir unes gotes de NaOH 10 N per acabar de dissoldre el PFA.
4-Quan s’hagi refredat, filtrar.
5-Enrasar a 1 L amb tamp6 fosfat.

* PBS-timerosal 0,4 mg/mL.:
1-es prepara una solucié mare a una concentracié de 400 mg/mL, diluint
el timerosal en H,O destil-lada. La solucié mare es guarda aliquotada a
-20°C.
2-Per preparar la soluci6 de PBS-timerosal 0,4 mg/mL es fa una
dil-lucié 1/1000 de la solucié mare en PBS. Aquesta soluci6 es guarda a
4°C.

¢) Procediment (sota campana extractora)

1-Aspirar el medi de cultiu.

2-Afegir PFA al 4% i deixar-ho a temperatura ambient durant 20 min.

3-Aspirar el PFA.

4-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacioé durant 5 min.

5-Procedir al pas 2 (permeabilitzacio) o deixar en PBS-timerosal i guardar a 4°C fins al

processat de la placa.

Pas 2: permeabilitzacid

La permeabilitzacio és un procés que permet I'accés de l'anticos a l'interior de la
cél-lula, i en aquesta tesi s’han realitzat permeabilitzacions de forma rutinaria amb tots

els marcatges.
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a) Material

-PBS.

-PBS + 0,4 mg/mL de timerosal.
-Metanol.

-H,0..

b) Procediment

1a-En el cas que la deteccié del marcatge es realitzi utilitzant peroxidasa i revelat amb
DAB s’ha d’incubar 10 min a temperatura ambient amb metanol amb 3% de H,0..
1b-En el cas de qué la deteccié del marcatge es realitzi utilitzant fluorescéncia, s’ha
d’'incubar 8 min a temperatura ambient amb metanol fred (-20°C).

2-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacié durant 5 min.

Pas 3: blogueig

a) Material
-PBS amb BSA al 1%.
-Sérum. El sérum ha de ser del mateix animal que I'anticos secundari (veure taula

d'anticossos).
b) Procediment
1-Incubar durant 20 min a temperatura ambient amb PBS-BSA 1% amb un 10% de

serum.

Pas 4: incubacié amb anticossos i revelat

4.1 Revelat amb el sistema peroxidasa-DAB
a) Material

-PBS.

-PBS + 0,4 mg/mL de timerosal.

-PBS-BSA 1%.

-Sérum.

-Anticossos primaris i secundaris.
-Extravidina peroxidasa.

-Solucié mare de DAB (es prepara a 25 ug/mL en PBS).
'HZOZ.
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b) Procediment

1-Preparar I'anticds primari a la concentracié de treball (veure taula d'anticossos)
diluint-lo en una solucié de PBS-BSA 1% + 10% serum.

2-Incubar tota la nit a 4°C.

3-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacié durant 5 min.

4-Preparar I'anticos secundari a la concentracié de treball (veure taula d'anticossos)
diluint-lo en una soluci6é de PBS-BSA 1% + 10% serum.

5-Incubar 1 h en agitacié a temperatura ambient.

6-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacié durant 5 min.

7-Incubar amb extravidina diluida 1/500 en una soluci6é de PBS-BSA 1% + 1% serum.
8-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacié durant 5 min.

9-Preparar la solucié de DAB diluint 100 uL de la solucié6 mare de DAB en 10 mL de
PBS i afegir 10 uL de H,0O, diluida al 30%.

11-Incubar 3 min amb la solucié de DAB.

12-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacié durant 5 min i guardar a 4°C en PBS-

timerosal.

4.2 Revelat amb anticos secundari fluorescent
a) Material

-PBS.

-PBS +0,4 mg/mL de timerosal.

-PBS-BSA 1%.

-Sérum.

-Anticossos primaris i secundaris.

b) Procediment

1-Preparar l'anticos primari a la concentracié de treball (veure taula d'anticossos)
diluint-lo en una solucié de PBS-BSA 1% + 10% serum.

2-Incubar tota la nit a 4°C.

3-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacié durant 5 min.

4-Preparar I'anticos secundari a la concentracié de treball (veure taula d'anticossos)
diluint-lo en una solucié de PBS-BSA 1% + 10% serum. Protegir-lo de la llum amb
paper d’alumini.

5-Incubar 1 h en agitacié a temperatura ambient, protegint la placa de la llum.

6-Rentar amb PBS 3 vegades en agitacié durant 5 min i guardar a 4°C en PBS-

timerosal.
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3.3 TINCIONS
3.3.1 HOECHST 33258 (bisbenzimida)

Els compostos Hoechst s6n agents intercalants del DNA que emeten fluorescéncia, i
per tant es poden detectar al microscopi al excitar amb llum ultravioleta. EI Hoechst
33258 no és capac¢ de travessar les membranes cellulars, el que fa necessari
permeabilitzar les cél-lules abans de realitzar la tincié. En aquesta tesi s’ha realitzat la
tinci6 amb Hoechst 33258 per avaluar la morfologia nuclear i la fragmentaci6 i
condensacié de la cromatina. Aquestes caracteristiques s’han utilitzat com a
marcadors per determinar si la mort neuronal presentava caracteristiques d’apoptosi o
necrosi.

a) Material

-PBS.

-Solucié mare de Hoechst 33258 (Sigma ref. B1155) 100 ug/mL preparada en H,O
milliQ. Es guarda a -20°C.

-PBS + 0,4 mg/mL de timerosal.

b) Procediment

Es parteix de cél-lules fixades i permeabilitzades, tal com s’explica en 'apartat 3.2.2
passos 1i 2.

1-Incubar amb Hoechst 33258 1 ug/mL en PBS 5 min a temperatura ambient protegint-
ho de la llum.

2-Rentar 2 vegades amb PBS 5 min en agitaci6é a temperatura ambient.

3-Guardar a 4°C amb PBS-timerosal .

3.3.2 HEMATOXILINA

L’hematoxilina és un compost que s’uneix als components acids, i al oxidar-se
adquireix una coloracio6 violeta. En histologia es fa servir per marcar els nuclis de les
cél-lules, ja que aquests son rics en components acids degut a la preséncia dels acids
nucleics. La tinci6é classica amb hematoxilina consta de diversos passos per virar el
marcatge. En aquesta tesi hem usat un compost d’hematoxilina modificada (modified
Mayer’s formula) que permet realitzar la tincié6 de forma més rapida. El marcatge de
nuclis amb hematoxilina, combinat amb immunocitoquimiques per a GFAP, CD11b i
MAP2 s’ha utilitzat per marcar astrocits, microglia i neurones i establir la composicié

del cultiu de neurones corticals de ratoli.
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a) Material

-PBS.

-Hematoxilina (Vector ref. H3404).
-PBS+timerosal 0,4mg/mL (Sigma ref. T8784).

b) Procediment

Es parteix de cél-lules fixades tal com s’explica a I'apartat 3.2.2 pas 1.

1-Incubar amb hematoxilina 10 seg a temperatura ambient.
2-Rentar amb aigua corrent 10 seg a temperatura ambient.
3-Rentar amb PBS 5 min en agitaci6é a temperatura ambient.
4-Guardar a 4°C en PBS-timerosal.
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3.4 PCR EN TEMPS REAL

En aquesta tesi s’ha utilitzat la téecnica de PCR en temps real per determinar
I'expressioé del mMRNA de C/EBPS als cultius de BV2.

Pas 1: extraccié de RNA
L’extraccié de RNA es fa amb el kit High Pure RNA isolation kit (Roche ref. 11 828 665

001). La preparacié de les solucions i el protocol es fan seguint les instruccions del

fabricant. A cultius de BV2 es fa servir un pou de placa de 6 pous per cada condici6é
experimental.
a) Material

Tot el material necessari esta disponible al kit.

b) Preparacio6 de les solucions

- DNase | solution.

Dissoldre el volum del vial en 0,55 mL de Elution buffer.
- Wash buffer I.

Afegir 20 mL d’etanol absolut i mesclar bé.

- Wash buffer Il.

Afegir 40 mL d’etanol absolut i mesclar bé.

¢) Procediment (volums indicats per a un pou de placa de 6 pous)

1-Aspirar el medi de cultiu dels pous i resuspendre les cél-lules en 200 uL de PBS per
pou. Transferir el volum de tots els pous d’'una mateixa condicié a un Eppendorf de 2
mL.

2-Afegir 400 uL de Lysis binding buffer i agitar amb el vortex durant 15 seg.
3-Transferir el volum a un tub amb filtre de la segiient manera: inserir un filtre a un tub
Eppendorf de 1,5 mL i pipetejar tot el volum a dins del tub. La capacitat maxima del
filtre és 700 uL, si es processés un volum superior, caldria repetir el pas 3 i 4 les
vegades que fos necessari.

4-Tapar el tub i centrifugar 15 seg a 8.000 g.

5-Descartar el volum filtrat i transferir el filtre a un altre tub Eppendorf de 1,5 mL.
6-Preparar el tampé d’incubacié de DNAsa mesclant 90 uL de DNase | solution amb
10 uL de DNase |.

7-Pipetejar els 100 uL de tampo al filtre.

8-Incubar 15 min a 25°C.
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9-Afegir 500 uL de Wash buffer I i centrifugar 15 seg a 8.000 g descartar el volum
filtrat.

10-Afegir 500 uL de Wash buffer Il i centrifugar 15 seg a 8.000 g. Descartar el volum
filtrat.

11- Afegir 500 uL de Wash buffer Il i centrifugar 2 min a 13.000 g. Descartar el volum
filtrat.

12-Transferir el filtre a un tub Eppendorf nou.

13-Eluir el RNA afegint 50 uL de Elution buffer.

14-Centrifugar 1 min a 8.000 g.

15-Quantificar el RNA al Nanodrop i guardar-lo a -80°C.

Pas 2: transcripcio inversa

a) Material

-H,0 milliQ autoclavada.

-Tubs Eppendorf estérils.

-Barreja de desoxinucleotids trifosfat (Promega ref. 27917904).
-Inhibidors de RNase (Invitrogen ref. P/N 1000000840).
-Tamp6 de reaccio (Roche ref. 03 531 325 001).
-Transcriptasa inversa (Roche ref. 03 531 287 001).

-Primers aleatoris (Invitrogen ref. P/N 58875).

b) Preparacio6 de les mostres i les premix.
S’indiquen els volums per mostra. Preparar un volum final un 10% superior al

necessari per al nombre de mostres que es tenen.

Quantitat pML/mostra

Premix 1

H,O autoclavada - 5,8
Primers aleatoris (3 ug/ul) 0,6 ug 0,2
Premix 2

Tampd de reaccio (5x) 1x 4
Inhibidors de RNase (40 U/ul) 20U 0,5
Mix de dNTP (5 mM cada un) 1mM cada un 4
'LI;r/fjchriptasa inversa (20 10U 0.5
Volum total 20
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¢) Procediment
1-Preparar les mostres ajustant la concentracié a 1,5 ug en 5 uL finals usant H,O
milliQ autoclavada.
2-Preparar la premix 1 seguint les indicacions de la taula de I'apartat b).
3-Afeqir 6 uL de premix 1 a cada mostra.
4-|niciar el protocol de la transcripci6 inversa al termociclador. Es realitzara el primer
pas consistent en una incubacié de 10 min a 65°C.
5-Durant els 10 min preparar la premix 2 seguint les indicacions de la taula de I'apartat
b).
6-Passats els 10 min deixar les mostes en gel.
7-Afegir 9 uL de premix 2 a cada mostra. Agitar les mostres amb el Vortex.
8-Posar les mostres al termociclador i seguir el protocol.
a) 10 min a 25°C.
b) 30 min a 55°C.
c) 5 min a 85°C.

9-Guardar les mostres a -20°C.

Pas 3: PCR en temps real

a) Material

-H20 milliQ autoclavada.

-Tubs Eppendorf autoclavats.

-IQ SYBRGREEN SuperMix (Bio-Rad ref. 170-8882).
-Plaques de 96 pous (Bio-Rad ref. HSS9601).

-Primers (Roche):

C/EBPS forward 5'-CTCCACGACTCCTGCCATGT-3
reverse 5-GAAGAGGTCGGCGAAGAGTTC-3'

actina forward 5-CAACGAGCGGTTCCGATG-3
reverse 5-GCCACAGGATTCCATACCCA-3

b) Preparacié de les mostres i la premix.

Les mostres de cDNA es dilueixen 1/5 en H,O milliQ autoclavada en tubs Eppendorf
de 200 pL
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Preparacio de la premix

, Concentracié | Concentracio Volum
Premix L. .
inicial final (nl/mostra)
H,O autoclavada -- - 3,60
Forward primer 10 uM 300 nM 0,45
Reverse primer 10 uM 300 nM 0,45
2% Univ SYBR Green PCR
2X 1x 7,50

Mix

c) Procediment

1-Preparar la premix amb els primers i la SYBR Green PCR Mix.

2-Carregar 3 uL de cada mostra diluida 1/5 per triplicat a la placa de 96 pous.

3-Carregar 12 uL de premix a cada pou.

4-Agitar la placa amb el Vortex.

5-Centrifugar la placa 1 min a 800 g.

6-Posar al termociclador (Bio-Rad IQ Cycler) i cérrer el programa:

50 cicles

95°C durant 15 s
60°C durant 30 s
72°C durant 15 s

7-Els resultats s’analitzen amb el Bio-Rad IQ Cycler software 2.0 usant el meétode

comparatiu AACt (Livak i Schmittgen, 2001), i normalitzant les dades amb I'expressio

d’actina.
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3.5 WESTERN BLOT

En aquesta tesi s’ha utilitzat la técnica de western blot per determinar I'expressioé de
proteines de membrana, citoplasmatiques o nuclears en diferents situacions
experimentals. Les proteines de membrana i citoplasmatiques s’han determinat en

extractes de proteina total i les proteines del nucli en extractes de proteina nuclear.

3.5.1 ANTICOSSOS | ALTRES REACTIUS

Producte Proveidor Referéncia
Tris Bio-Rad 161-0719
Dodecil sulfat sodic (SDS) Fluka 71729
Blau de bromofenol Sigma B8626
Glicina Sigma G8998
Glicerol Fluka 49781
Metanol Panreac 131091.1214
Tween 20 Sigma P7949
Acrilamida Bio-Rad 161-0158
Igepal Sigma 13021
Na-desoxicolat Merck 6504
Sal sodica HEPES Sigma H7006
NaCl Sigma S9625
KCI Sigma P4508
Acid tetraacétic etilenglicol (EDTA) Sigma E4884
EGTA Sigma E4378
Ditrioteitol (DTT) Sigma D9163
Tetrametil-etilenamida (TEMED) Bio-Rad 161-0801
Perisulfat amoénic (PSA) Bio-Rad 161-0700
Kit de determinacié de proteines _
Micro-Lowry Sigma TP0300
Paper Whatman Whatman Internat. 3030335
Membranes de PVDF Millipore IPVHO0010
Inhibidor de proteases Complete Roche 1836145
Marcador de pes molecular
Fullrange Rainbow Amersham RPNS8OOE
Sistema de deteccié de western blot
per quimioluminiscéncia ECL-plus Amersham RPNz132
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Anticossos utilitzats

Tipus i Font . o o
PRI Epitop N Proveidor Referencia | Dilucié
NF-«kB/p65 conill Santa Cruz sc-372 1/500
C/EBPa ratoli Santa Cruz sc-61 1/500
C/EBPB ratoli Santa Cruz sc-150 1/500
C/EBP% ratoli Santa Cruz sc-151 1/300
Anticossos | Caspassa 3 conill Cell Signalling 9661 1/300
primaris CD200 cabra R&D AF3355 1/500
iINOS conill Chemicon AB1604 1/300
COX-2 conill Santa Cruz sc-1747 1/2000
Tubulina ratoli Sigma T4026 1/50.000
Actina ratoli Sigma A1978 1/60.000
Anticossos | |9G ratoli cabra Santa Cruz A9452 1/5000
secundaris [5G conill ase Amersham sc-2055 1/5000
conjugats
amb HRP IgG cabra ratoli Sigma A9452 1/2000

HRP: peroxidasa de rave, de I'anglés Horseradish peroxidase

3.5.2 PROCEDIMENT

Pas 1: preparacié de les solucions mare i els tampons concentrats

RIPA+Complete (per 50 mL)
50 mL de PBS
50 uL de Igepal
250 mg de Na-desoxicolat
50 mg de SDS
1 pastilla de Complete

Solucio A (per 40 mL)
104 mg d’'HEPES
400 uL de KCI 1M
8 uL de EDTA 0,5M
40 uL de EGTA 0,1M

Afegir 40 mL de H,O milliQ.
Ajustar el pH a 7,9 i filtrar.

Guardar a 4°C durant maxim 2 setmanes.
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Tampd de carrega 4X (per a 20 mL)
1,6 mL de tamp¢6 fosfat 0,5 M pH 7
8 mL de glicerol
2 gde SDS
13,3 mg de blau de bromofenol
Enrasar a 20 mL amb H,O milliQ.
Guardar a -20°C.

Tampo d'electroforesi 10X (1 L)
144,1 g de glicina
30,3 g de Tris
10 g de SDS
Dissoldre en 1 L de H,0.
Guardar a 4°C.

Tampo de transferencia (4 L)
57,68 g de glicina
12,08 g de Tris
0,8 g de SDS
3,2 L de H,O
800m L de metanol
Guardar a 4°C.

TBS 10X (2L)
48,44 g de Tris
1,6 L de H,0O
ajustar el pH a 7,4-7,6
Afegir 175,32 g de NaCl.
Enrasara 2 L.
Guardar a 4°C.

TBS-T (1L)
100 mL de TBS 10X
900 mL de H,O destil-lada
2,5 mL de Tween-20
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Solucié 1: 0,75 M Tris-HCI pH 8,8 /0,2% SDS (200 mL)
18,2 g Tris en 200 mL de H,O milliQ
Portar a pH 8,8 amb HCI 5 N.
Afegir 0,4 g de SDS.

Solucié 3: 0,25 M Tris-HCI pH 6,8 /0,2% SDS (200 mL)
6,1 g de Tris en 200 mL de H,O milliQ
Portar fins a pH 6,8 amb HCI 2 N.
Afegir 0,4 g de SDS.

Complete 25X
1 pastilla de complete en 2 mL de H,O milliQ

Pas 2: extracci6 de proteines

2.1 Extraccio de proteines totals

Es fan servir 2 pous de placa de 6 per condicié a cultius de BV2 i 3 pous a cultius de
microglia.

a) Material

-PBS fred.

-RIPA + Complete.

-Rascadors.

b) Procediment

Es important mantenir les mostres en gel durant tot el procés.

1-Rentar els pous amb PBS fred.

2-Afegir RIPA+Complete: 100 uL en cultius de BV2 o 25 uL en cultius primaris de
microglia.

3-Aixecar les cél-lules amb el rascador.

4-Recollir el volum dels pous agrupant en un mateix tub Eppendorf els pous
corresponents a la mateixa condicié experimental.

5-Sonicar 10 cicles a un 80% d’amplitud.

6-Centrifugar 5 min a 10.400 g.

7-Guardar el sobrenedant a -20°C.
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2.2 Extraccio de proteines nuclears

Es fan servir 3 pous de placa de 6 per condici6 a cultius de BV2 i 6 pous a cultius de
microglia primaria.

a) Material

-PBS fred.

-PBS+Complete.

-Solucié A complementada: amb Complete i 5% de DTT.

-Solucié A complementada +10% Igepal.

-RIPA + Complete.

-Rascadors.

b) Procediment

1-Rentar els pous am PBS.

2-Afegir 400 uL/pou de PBS+Complete i rascar.

3-Recollir el volum dels pous agrupant en un mateix tub Eppendorf els pous
corresponents a la mateixa condicié experimental.

4-Centrifugar 4 min a 4.000 g.

5-Resuspendre en 400 uL de soluci6 A complementada, pipetejant amb for¢ca 10
vegades.

6-Deixar 15 min en gel.

7-Afegir 25 uL de solucié A complementada + 10% Igepal.

8-Agitar amb el Vortex durant 10 seg.

9-Deixar 5 min en gel.

10-Centrifugar 5 min a 10.400 g.

11-Resuspendre el precipitat nuclear en 50-100 uL de RIPA.

12-Sonicar 10 cicles a un 80% d’amplitud.

13-Centrifugar 5 min a 10.400 g.

14-Guardar el sobrenedant a -20°C.

Pas 3: quantificacié de la concentracié de proteines (Métode de Lowry)

Per quantificar la concentracid de proteines es fa servir el kit comercial Total Protein kit
micro-Lowry. La preparacio de solucions i el protocol es fan seguint les instruccions del
fabricant.

a) Material

-Placa de 96 pous.

-Mostres.
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-Solucions de Lowry.
- H,0.

b) Preparacio6 de les solucions

- Solucio de Lowry: reconstituir el pols en 40 mL d’H,O

- Folin and Ciocalteau’s Phenol Reagent: dissoldre en 90 mL d’H,O i posar-ho en una
ampolla opaca.

- Protein standard: reconstituir el pols en 5 mL d’H,O

¢) Procediment
1-Preparar la recta patro6 fent dilucions seriades V2 de la solucié mare concentrada (40
mg/mL):
40-20-10-5-2,5-1,25-0 mg/mL.
2-Preparar les mostres diluint 5 uL de mostra en 95 L de H.O0.
3-Afegir 200 uL de solucié de Lowry a cada mostra i als estandards.
4-Incubar 20 min a temperatura ambient.
5-Afegir 100 pyL de Folin and Ciocalteau’s Phenol Reagent a cada mostra i als
estandards.
6-Agitar amb el Vortex durant 10 seg i incubar 20 min a temperatura ambient.
7-Carregar 150 yL de cada mostra per duplicat a una placa de 96 pous.

8-Llegir la placa a 620 nm amb I'espectrefotometre de plaques.

Pas 4: preparaci6é de les mostres

a) Material

-Tampé de carrega 4X.
-H,O milliQ.

-DTT.

b) Procediment

1-Ajustar la concentracié.

Totes les mostres s’ajusten a la mateixa concentracié de proteina amb H,O milliQ.
Donat que amb l'extracci6 de proteines s’acostuma a obtenir mostres a diferents
concentracions, totes s’ajusten la concentracié de la mostra més diluida.

2-Afegir tamp6 de carrega.

Afegir un 10% de DTT 100 mM al tamp6 de carrega 4X. Diluir el tampé de carrega 4X
en mostra fins que sigui 1X.

3-Escalfar les mostres 3 min a 100°C.
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4-Centrifugar 1 min a 10.400 g. Si les mostres no s’han de processar immediatament

es poden guardar a -20°C.

Pas 5: electroforesi

a) Material

-Cubeta d’electroforesi i adaptadors.

-Vidres, pinta, pinces i suports per preparar els gels.
-Tampo d’electroforesi.

-Marcador de pes molecular.

b) Procediment

1-Muntar els vidres i comprovar amb aigua que el muntatge no perd.

2-Preparar el gel separador al percentatge d'acrilamida desitjat (veure taula inferior). A
major pes molecular de la proteina d'estudi, menor percentatge d'acrilamida ha de tenir

el gel.

7% 10% 15%

Solucié 1 5mL 5mL 5mL
Acrilamida 2,4 mL 3,4 mL 5mL

H,O 26mL | 1,6mL 0 mL

TEMED 14 L 14 L 14 L

PSA 13% (en H,O milliQ) | 50 pL 50 pL 50 pL

3-Abocar-lo dins del vidre, deixant uns 2 cm de marge per al gel stacking. Afegir 500
ML d'isopropanol per evitar que quedin irregularitats a la part superior del gel. Esperar
a que el gel polimeritzi.

4-Preparar el gel stacking mesclant 0,55 mL d'acrilamida, 2 mL de solucié 3 i 1,5 mL
de H,O milliQ.

5-Una vegada el gel stacking ha polimeritzat, descartar l'isopropanol i abocar el gel
stacking al vidre i posar la pinta. Esperar a que polimeritzi.

6-Preparar 1 L de tampé de transferencia 1X (900 mL de H,O+100 mL de tampd 10X).
7-Muntar els vidres al suport de plastic, posar-ho dins de la cubeta i abocar-hi el tampo
de transferéncia.

8-Treure la pinta amb cura.

9-Carregar 10 pL del marcador de pes molecular a un dels carrils.

10-Carregar les mostres als altres carrils.

11-Correr el gel entre 70 i 90 min a 100 V.
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Pas 6: transferéncia

a) Material

- cubeta de transferéncia, esponges, suports de plastic i paper Whatman.
- Gel.

- Tampo de transferéncia.

- Membrana de PVDF.

- Metanol.

b) Procediment
1-Mullar la membrana amb metanol.
2-Sumergir la membrana i el gel en tampé de transferéncia durant 10 min.
3-Muntar el sandwich de la seglient manera:
a.part negra del suport de plastic
b.esponja
c.paper Whatman
d.gel
e.membrana
f.paper Whatman
g.esponja

h.part vermella del suport de plastic

al muntar-ho cal evitar que quedin bombolles d'aire entre el gel i la membrana.
4-Muntar el suport a la cubeta, cobrir-ho amb tampé de transferéncia, i col-locar la
cubeta a una safata amb gel.

5-Cérrer durant 2 h a 60V.

Pas 7: immunoblot

a) Material

-TBS.

-TBS-T.

-Llet en pols.

-Anticossos primaris i secundaris (conjugats amb horseradish peroxidase).

-Metanol.

b) Procediment
1-Rentar la membrana amb TBS 5 min a temperatura ambient en agitacio.

2-Activar la membrana mullant-la amb metanol i deixar-la assecar.
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3-Preparar I'anticds primari a la concentracié adient (veure taula d'anticossos) diluit
amb TBS-T+ 5% de llet en pols.

4-Incubar la membrana amb I'anticds primari a un tub Falcon tota la nit a 4°C en
rotacio.

5-Rentar 2 vegades amb TBS-T durant 5 min a temperatura ambient en agitaci6.
6-Preparar I'anticos secundari diluint-lo a la concentracié que s'escaigui en TBS-T +5%
de llet en pols.

7-Incubar la membrana 1 h amb I'anticdos secundari a un tub Falcon a temperatura
ambient en rotacio.

8-Rentar 1 h en TBS-T a una cubeta a temperatura ambient en agitacio.

Pas 8: revelat

a) Material

-TBS.

-TBS-T.

- Sistema de detecci6 de western blot per quimioluminiscéncia ECL-plus.

-Transparéncies de plastic.

b) Procediment

1-Rentar la membrana en TBS 4 min a temperatura ambient en agitacié.

2-Preparar la reaccioé de quimioluminiscéncia mesclant les solucions del kit ECL: 2 mL
de solucié A + 20 uL de solucio B.

3-Incubar la membrana 5 min amb la mescla a temperatura ambient en agitacio.
Assegurar-se que aquesta cobreix la membrana.

4-Posar la membrana entre dos trossos de plastic de transparéncia i netejar I'excés de
liquid amb un paper.

5-Detectar la senyal de quimioluminiscéncia usant el sistema VersaDoc (Bio-Rad).
Aquest sistema permet mesurar la intensitat de senyal per area de cada banda. Els

resultats s’expressen normalitzant amb el control de carrega.

La figura 25 mostra un esquema del procés.
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Figura 25. Esquema de procés de transferencia i immunoblot. Plana web de PeprotechUS.
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3.6 ASSAIG D’UNIO DE FACTORS DE TRANSCRIPCIO AL DNA

Per avaluar la uni6é dels factors de transcripcié NF-xB/p65, C/EBPB i C/EBP& al DNA
s’ha fet servir els kits comercials TransAM DNA-binding assay d'Active Motif (C/EBPs
ref. 100143 / NF-xB ref. 102092). Aquests kits es basen en l'avaluacié de la unié d’'un

determinat factor de transcripcié, present a les mostres d’extractes proteics, a les
seves sequéncies consens d’'unié al DNA, presents als pous d’una placa d’ELISA. La
deteccidé i quantificacio es fa mitjancant un assaig immunoldgic colorimétric, usant
anticossos primaris especifics per al factor de transcripcié i anticossos secundaris
conjugats a HRP que desenvolupen una reaccio colorimétrica al incubar la placa amb
el substrat de la HRP. Amb aquest assaig es determina la unié d’'un factor de
transcripcié al DNA, el que permet avaluar la funcionalitat del factor de transcripci6.
L’especificitat de la uni6 es determina usant un assaig de competicié en el que
s’afegeix a la placa un excés d’oligonucleotid consens i mutat. El color de fons es pot
eliminar restant a I'absorbancia dels pous amb mostra I'absorbancia de pous de blanc,
on hi ha tots els reactius perd no hi ha mostra. Per a un esquema de la técnica, veure
figura 26. La preparacié de solucions i el protocol es fan seguint les instruccions del

fabricant.

Pas 1: extraccid de proteines nuclears

Es fa servir un flasco T75 per cada condicié experimental.

a) Material
Producte Proveidor Referéncia
NaF Sigma S6521
3-glicerolfosfat Merck 1.04168
Nitrofenil fosfat (PNPP) Sigma (biochemika) 71770
NaVOs; Sigma S6508
HEPES Sigma H7006
Na,MoO, Sigma M1003
Complete Roche 1836145

b) Preparaci6 de solucions
PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer) per a 20 mL
104 mg de NaF
1,1 g de R-glycerolfosfat
2,3 g de PNPP
62 mg de NaVO;
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Una vegada barrejat tot en un volum inferior a 20 mL de H,O destil-lada, escalfar a

50°C 5 min, tornar a barrejar, ajustar el volum a 20 mL i fer aliquotes i guardar a -20°C.

HB (Hypotonic Buffer) per a 20 mL
96 mg d'HEPES
4,8 mg de NaF
48 mg de Na;MoO,
Una vegada barrejat s’ha d’ajustar el pH a 7,5, el volum a 20 mL i filtrar la solucié. Es

guarda a 4°C un maxim de 2 setmanes.

Solucions d’extraccio:
- PBS/PIB amb Complete: 70 mL PBS +3 mL Complete + 3,5 mL de PIB
- HB amb Complete: 5 mL + 200 uL de Complete
- lgepal 10%: 270 pL de HB+ 30 pL de Igepal
- Lysis buffer amb Complete: 500 uL de tampd concentrat + 6 L de DTT + 20 uL
de Complete

c¢) Procediment

1-Rentar els pous amb 7,5 mL de PBS/PIB amb Complete.

2-Afegir 10 mL de PBS/PIB amb Complete i rascar.

3-Recollir en un tub Falcon de 15 mL, centrifugar a 4°C 5 min a 300 g.
4-Resuspendre el pellet en 1 mL de HB amb Complete i passar-ho a un tub Eppendorf
de 1,5 mL.

5-Deixar les cél-lules en gel 15 min.

6-Afegir 50 uL d’'lgepal 10% i pipetejar fort.

7-Centrifugar 30 min a maxima velocitat.

8-Resuspendre el pellet en 100 uL de Lysis buffer amb Complete.
9-Agitar en plataforma en gel 30 min.

10-Centrifugar 10 min a 10.400 g.

11-Guardar el sobrenedant a -80°C.
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Pas 2: quantificacié de la concentracio de les proteines (Métode de Bradford)

Per a aquest assaig la determinacié de proteines es realitza mitjangant el métode de
Bradford perqué el Lysis buffer interfereix amb la mesura quan s’usa el métode de
quantificacioé de Lowry.

a) Material

-H-0.

-Reactiu de Bradford (Bio-Rad ref. 500-0006).

-BSA (Sigma ref. A2153) 1 mg/mL.

b) Procediment
1- Preparar la recta patr6é diluint la soluci6 mare de BSA 1 mg/mL en H,O tal com

s’indica a la taula inferior.

Concentracié (mg/mL) | BSA (uL) H,O (uL)
20 100 700
12 80 720
8 60 740
6 40 760
4 20 780
2 10 790
1 5 795
0 0 800

2-Diluir 5 yL de mostra en 795 uL d' H,O.

3-Afegir 200 pL de reactiu de Bradford a les mostres i a la recta patro.
4-Incubar 10 min.

5-Carregar 200 uL de mostra en duplicat a una placa de 96p.

6-Llegir a 595 nm a I'espectrefotOmetre de plaques.

Pas 3: assaig d'uni6 al DNA de C/EBP@, C/EBPS, i NF-xB/p65

a) Material

-Pipeta multicanal.

-Anticos primari de C/EBP& (Santa Cruz ref. sc-636X). Aquest anticOs no esta
disponible al kit, ja que el kit d’'unié al DNA de C/EBPs només esta posat a punt per
C/EBPa i C/EBPp. L’assaig d’uni6é al DNA de C/EBPS es va posar a punt al laboratori.

Es va usar 'anticds secundari proporcionat pel kit.

97



MATERIALS | METODES

b) Solucions utilitzades (volums necessaris per a una placa de 96 pous). Tots els

productes i solucions mare estan disponibles al kit comercial.

- Complete lysis buffer
2,128 mL de Lysis buffer stock
10,8 uL de DTT
21,6 uL de Protease inhibitor cocktail
- Complete binding buffer
4,224 mL de Binding buffer stock
8,6 uL de DTT
85,5 uL de Herring sperm
- Antibody binding buffer
2,16 mL de Antibody binding buffer stock
19,44 mL de H,O milliQ
- Wash buffer
21,6 mL de Wash buffer stock
194,4 mL de H,O milliQ
- Developing solution 10 mL

- Stop solution 10 mL

c) Procediment

1-Afegir Complete binding buffer a cada pou.
*Als pous en els que es fara l'assaig de competicio, afegir I'oligonucleotid
consens o mutat. Aquest assaig permet assegurar I'especificitat de la unio.
L’oligonucledtid consens competira amb l'oligonucledtid de la placa per la unid
del factor de transcripcid, i al estar en excés evitara que la mostra s’'uneixi a la

placa; I'oligonucleotid mutat en canvi no tindra cap efecte.

2-Afegir la mostra:
-Pous de mostres: mostra diluida en Complete lysis buffer
-Pous de blanc: Complete lysis buffer sense mostra
-Pous de control positiu: extracte nuclear concentrat proporcionat pel kit diluit
en Complete lysis buffer
3-Cobrir la placa amb plastic adhesiu i incubar 1 h a temperatura ambient amb agitacio

suau.
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4-Rentar 3 vegades amb Wash buffer sense agitacio.

5-Afegir I'anticos primari diluit en Antibody binding buffer fins un volum final de 100 L.
6-Incubar 1 h a temperatura ambient sense agitacio.

7-Rentar 3 vegades amb Wash buffer sense agitacio.

8-Afegir I'anticds secundari dilucié 1/1000 1 h a temperatura ambient sense agitacio.
9-Rentar 4 vegades amb Wash buffer sense agitacio.

10-Afegir 100 uL de Developing solution i incubar a les fosques el temps que s'indiqui
al protocol per a aquell lot en concret.

11-Afegir 100 uL de Stop solution.

12-Llegir 'absorbancia a 450 nm i 655 nm a un espectrefotdmetre de plaques. Restar

les lectures 450 nm-655 nm per obtenir la mesura neta.

Anticossos utilitzats

Concentracié
Proteina Mg control | pL de Complete | uL de | pg de DNA
d’anticos
d'estudi L positiu lysis buffer mostra | cons/mut
primari

C/EBPB 1/1500 1 40 10 40

C/EBP® 1/500 1 40 10 40
NF-xB/p65 1/1000 2,5 30 20 20

99



MATERIALS | METODES

Cell extract
contaiming activated

coated plate transcription factor

Add anti-lgG
HRP corjuzste gl 1y

R

Add developing
and stop solution

Figura 26. Representacié esquematica del funcionament del kit d’unié al DNA
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3.7 ASSAIG D’ELISA

3.7.1 ASSAIG D’ELISA DE TNF-a

El TNF-o és una de les principals citocines proinflamatories i juga un paper molt
important en I'activacié microglial. La quantificacié de l'alliberacié de TNF-o al medi de
cultiu s’ha realitzat mitjangant I'assaig immunologic lligat a enzim ELISA (de I'anglés
Enzime-Linked Inmunosorbent Assay). Per fer-ho s’ha usat el kit comercial Mouse
TNFa ELISA Ready-SET-Go kit (eBiosience ref. 88-7324). Tots els tampons s’han
preparat seguint les indicacions del fabricant. El protocol usat és el que s’especifica al
kit.

a) Material

-Plaques de 96 pous per ELISA immuno-plate (Nunc ref. 093258).

-Pipeta multicanal.

-BSA (Sigma A2153).

-Tween 20 (Sigma P7949).

-tabletes de PBS (Sigma P4417).

b) Preparaci6 de solucions i tampons
Tampons necessaris (per 1 placa)
- Washing buffer (PBS + Tween 0.05%): 1 L PBS + 500 pL de Tween
- Coating buffer (es reconstitueix quan arriba el kit): dissoldre el sobre en 1 L
H.0.
- Assay diluent buffer (75 ml 1X). 15 ml del soluci6 mare 5X + 60 ml H,O
destil-lada
- Stop solution : 6 ml de H,SO, 1 M
- Estandards : vials (d’'un sol us) 1 yg/mL. S’han de dissoldre 1/1000 en Diluent
buffer per tenir la concentracié més alta de la corba (1000 pg/mL). Corba patrd
de dilucions seriades (1000 - 500 - 250 -125 — 62,5 - 31,25 - 0 pg/ml)

Reactius (per 1 placa)
- Anticos de captura: 42 uL + 10,5 mL de Coating buffer
- Anticos de deteccié: 42 uL + 10,5 mL de Diluent buffer
- Avidin-HRP: 42 uL + 10,5 mL de Diluent buffer
- Estandards: 1 vial
- TMB: 11 mL
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b) Procediment (2 dies)

1-Recobrir la placa amb 100 pL/pou d'anticos de captura. Incubar tota la nit a 4°C.
2-Aspirar els pous i fer 5 rentats de 1 min amb 250 pL/pou de Washing buffer. Picar
suaument la placa sobre un paper absorbent per eliminar al maxim el liquid dels pous.
3-Bloquejar amb 200 uL/pou de Diluent buffer 1 h a temperatura ambient.

4-Aspirar els pous i fer 5 rentats de 1 min amb 250 uL/pou de Washing buffer. Picar
suaument sobre un paper absorbent per assecar bé la placa.

5-Diluir els estandards, posar 100 uL/pou d’estandard o de mostra diluida (diluir les
mostres directament al pou). Cobrir la placa i incubar 2 h a temperatura ambient .
6-Aspirar els liquid dels pous i fer 5 rentats de 1 min amb 250 pL/pou de Washing
buffer. Picar suaument la placa sobre un paper absorbent.

7- Afegir 100 pL/pou d'anticds de deteccid i incubar 1 h a temperatura ambient.
8-Aspirar els pous i fer 5 rentats de 1 min amb 250 uL/pou de Washing buffer. Picar
suaument la placa sobre un paper absorbent.

9-Afegir 100 pL/pou de Avidin-HRP. Incubar 30 min a temperatura ambient, segellant
la placa amb Parafilm.

10-Aspirar els pous i fer 7 rentats de 2 min amb 250 uL/pou de Washing buffer. Picar
suaument sobre un paper absorbent per assecar bé la placa.

11-Afegir 100 pL/pou de Substrate solution (1xTMB). Incubar a temperatura ambient
durant 15 min, protegint la placa de la llum.

12-Afegir 50 yL/pou de H,SO, per parar la reaccio.

13-Llegir la placa a 560 nm i 450 nm a I'espectrefotdometre de plaques. Restar les
lectures 450 nm-560 nm. La lectura resultant s’interpola a la recta patrd per obtenir el

resultat de I'assaig en pg/mL.

3.7.2 ASSAIG D’ELISA DE IL-6

La IL-6 és una citocina proinflamatoria implicada en I'activacié microglial. Per a
quantificar I'alliberacié de IL-6 al medi de cultiu s’ha utilitzat el kit comercial Murine IL-6
Eli-pair (Diaclone 861. 020. 010). El protocol usat és el que s’especifica al kit.

a) Material

-Plaques de 96 pous per ELISA immuno-plate (Nunc ref. 093258).

-Pipeta multicanal.

-BSA (Sigma A2153).

-Tween 20 (Sigma P7949).

-PBS (Sigma P4417).
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b) Preparaci6 de solucions i tampons

Tampons necessaris (per 1 placa)

Solucié per al recobriment de la placa. PBS pH 7,2-7,4. Dissoldre 5 capsules
de PBS en 1L de H,O destil-lada.

Solucié de rentat. PBS + Tween 20 0,05%. 300 mL de PBS + 150 uL de Tween
20

Soluci6 de saturacio. PBS + BSA 5%: 60 mL de PBS + 3 g de BSA.

Solucié de dilucié del estandard. PBS + BSA 1%: 40 mL de PBS + 0,4 g de
BSA

Solucié de dilucié de I'anticds biotinilat. PBS + BSA 1%: 40 mL de PBS + 0,4 g
de BSA

Solucioé de dilucié de la estreptavidina-HRP. PBS + BSA 1% + Tween 20 0,1%:
20 mL de PBS + 0,2 g de BSA + 10 uL de Tween 20

Soluci6 per aturar la reacci6. 20 mL H,SO4 1M

Estandards: resuspendre tot el contingut del vial en el volum de solucié de
dilucié del estandard que s’indica al vial. La concentracié final de I'estandard
sera 500 pg/mL. Per preparar la recta patr6 es fan dilucions seriades 2 a partir
de la solucié 500 pg/mL. La corba patré de dilucions seriades consta dels punts
500 - 250 - 125 - 62,5 - 31,25 - 0 pg/ml.

Reactius (per 1 placa)

Anticos de captura: 20 uL + 10 mL de solucié per al recobriment de la placa.
Anticos de deteccio: 100 yL + 5 mL de solucié de dilucié de I'anticos biotinilat.
Estreptavidina-HRP: 5 uL + 500 pL solucié de dilucié de la estreptavidina-HRP.
Diluir 150 pyL d’aquesta diluci6 en 10 mL de soluci6 de diluci6 de la
estreptavidina-HRP

Estandards: 1 vial

TMB: 11 mL

b) Procediment (3 dies)

1-Recobrir la placa amb 100 pL/pou d'anticos de captura. Incubar tota la nit a 4°C.

2-Aspirar els pous i fer 2 rentats de 1 min amb 250 uL/pou de soluci6é de rentat. Picar

suaument la placa sobre un paper absorbent per eliminar al maxim el liquid dels pous.

3-Bloquejar amb 250 pL/pou de soluci6 de saturacié 2 h a temperatura ambient.

4-Picar suaument la placa sobre un paper absorbent per eliminar al maxim el liquid

dels pous. Deixar assecar durant 24 h.
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5-Diluir els estandards, posar 100 yL/pou d’estandard o de mostra diluida (diluir les
mostres directament al pou).

7- Afegir 100 pL/pou d'anticds de deteccié i incubar 3 h a temperatura ambient.
8-Aspirar els pous i fer 3 rentats de 5 min amb 250 uL/pou de soluci6é de rentat. Picar
suaument la placa sobre un paper absorbent.

9-Afegir 150 uL/pou de estreptavidina-HRP. Incubar 20 min a temperatura ambient.
10-Aspirar els pous i fer 3 rentats de 5 min amb 250 uL/pou de solucié de rentat. Picar
suaument sobre un paper absorbent per assecar bé la placa.

11-Afegir 100 pL/pou de TMB. Incubar a temperatura ambient durant 10-15 min,
protegint la placa de la llum.

12-Afegir 100 uL/pou de H,SO, per parar la reaccio.

13-Llegir la placa a 560 nm i 450 nm al espectrefotometre de plaques. Restar les
lectures 450 nm-560 nm. La lectura resultant s’interpola a la recta patrd per obtenir el

resultat de I'assaig en pg/mL.
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3.8 DETERMINACIO DE NITRIT

La produccié de NO dels cultius es va estimar a partir de la mesura de I'acumulacié de
I'i6 nitrit (NO2) al medi de cultiu. Per fer-ho es va utilitzar la reaccié de Griess. La
produccié de NO és un procés molt important en I'activacié microglial i en aquesta tesi
hem utilitzat aquest parametre com a indicador de I'estat d’activacié de la microglia.

a) Material

-NaNO, (Sigma ref. S3421).

-Medi de cultiu.

-Placa de 96 pous.

-Solucions de Griess A'i B.

b) Preparaci6 de solucions i estandards
- Solucio A (pera 150 mL)
1,5 g de sulfanilamida (Sigma ref. S9251)
7,5 mL d’acid fosforic (Sigma ref. S6560)
Enrasar fins a 150 mL amb aigua.
Guardar a 4°C, és estable durant 3 mesos.
- Solucio B (pera 150 mL)
150 mg de N-1-dihidroclorit de naptilendiamida (Sigma ref. N5889)
Enrasar fins a 150 mL amb aigua.
Guardar a 4°C, és estable durant 3 mesos.
- Estandards i recta patro
*A partir d'una soluci6 20 mM de NaNO, es prepara la recta patr6 amb les
concentracions:100 - 50 - 25-12,5-6,25- 3,13 - 0 uM
*El primer punt es prepara diluint 4 uL de la solucié 20 mM de NaNO, en 800 uL de

medi. La resta es prepara fent dilucions seriades %2 en medi.

¢) Procediment

1-Posar 50 uL de cada mostra per duplicat a la placa de 96p.

2-Posar 50 uL de cada punt de la recta patré per duplicat a la placa de 96p.

3-Barrejar quantitats iguals de solucié A i solucié B (3 mL de cada un per a una placa
de 96p).

4-Afegir 50 uL de la solucié A+B a cada pou i incubar 10 min a temperatura ambient.

5- Llegir a I'espectrefotometre de plaques a 540 nm. La lectura resultant s’interpola a la

recta patrd per obtenir el resultat de I'assaig en concentracié uM.
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3.9 TECNIQUES D’AVALUACIO DE MORT CEL-LULAR
3.9.1 TINCIO AMB IODUR DE PROPIDI

La tincié amb iodur de propidi és una técnica per mesurar la mort cel-lular basaDA en
el fet que aquest agent només travessa la membrana de les cél-lules mortes. El
marcatge es pot detectar al microscopi de fluorescéncia i també es pot quantificar a un
lector de fluorescéncia. En aquesta tesi aquesta técnica s’ha usat per avaluar I'efecte
toxic per als cultius de microglia primaria del medi de neurones apoptotiques.

a) Material

-lodur de propidi (Molecular Probes P1304).

b) Procediment
1-Afegir el iodur de propidi a una concentracioé final de 7,5 ug/mL. Incubar 1 h a 37°C

(a l'incubador de cultius).

2-Observar al microscopi.

3.9.2 ELISA MAP2-ABTS

Per a avaluar la viabilitat neuronal es fa una immunocitoquimica amb peroxidasa per
MAP2 i el marcatge es solubilitza amb el substrat ABTS (acid 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonic). Per fer-ho s’ha usat el kit Peroxidase Substrate ABTS (Vector, ref. SK-4500),
d’acord amb el protocol de Brooke i cols (1999) amb algunes modificacions. Per
calcular el percentatge de viabilitat, a 'absorbancia dels pous amb mostra se li resta
'absorbancia del blanc, que correspon a pous on hi ha tots els reactius excepte
I'anticds primari anti-MAP2, el que permet obviar el marcatge inespecific.

a) Material

-kit ’ABTS.

-PBS.

-SDS (Fluka ref. 71729).

b) Procediment

1-Fer una immunocitoquimica per a MAP2 seguint el protocol especificat a I'apartat 3.2
i dins d’aquest el pas 4.1 (Revelat amb diaminobenzidina). Realitzar tot el protocol fins
a la incubacié amb extravidina peroxidasa.

2-Després de la incubacié amb extravidina, rentar amb PBS 3 vegades en agitacio
durant 5 min.

3-Preparar el reactiu d’ABTS: per cada 5 ml de H,O milliQ afegir 2 gotes de cada una

de les tres solucions del kit, agitant bé abans de posar-ho al pou.
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4-Afegir el reactiu d’ABTS: 200 pL/pou de placa de 48p - 67 uL/pou de placa de 96p.
5-Incubar 15-30 min protegint la placa de la llum.
6-Parar la reaccié amb SDS 1% (en H,0).

7-Llegir a I'espectrefotometre de plaques a 405 nm.

Els resultats s’expressen com a percentatge de viabilitat respecte al control aplicant la
féormula:

(absorbancia mostra- absorbancia blanc)

— — x 100
(absorbancia control- absorbancia blanc)
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3.10 TRACTAMENT ESTADISTIC DE LES DADES

Els resultats s’expressen com la mitjana +/- I'error estandard de la mitjana (SEM). Per
analitzar les diferéncies entre dos grups s’'usa el test de la t de Student, amb dades
aparellades o no aparellades en funcié del tipus d’experiment. Per analitzar les
diferéncies entre més de dos grups s’usa I'analisi de variancia (ANOVA) d’'un factor o
de dos factors, amb dades aparellades o no aparellades en funcié del tipus
d’experiment. Les diferéncies es consideren significatives quan p<0,05. Les dades

s’han analitzat usant el programa GraphPad Prim 4.0 (GraphPad software).

108



4. RESULTATS






RESULTATS

41 POSTA A PUNT | CARACTERITZACIO DEL MODEL DE
NEUROTOXICITAT MEDIADA PER ACTIVACIO GLIAL

INTRODUCCIO

L'activacié glial és un procés clau als processos neurodegeneratius. La resposta
microglial, en desencadenar-se, té generalment un efecte beneficiés, ja que promou el
retorn del SNC a la seva homeostasi, perdo quan es cronifica els efectes poden ser
negatius, ja que pot acabar sent neurotoxica per se. El nostre proposit és estudiar
I'efecte neurotdxic de la microglia activada com a diana terapéutica en processos
neurodegeneratius. Per fer-ho, calia posar a punt dos models, d'una banda, un model
d'activaci6 microglial on avaluar la producci6 de molécules potencialment
neurotoxiques, com la COX2, el TNFa, el NO i la IL-6. D'altra banda, per avaluar un
possible efecte neuroprotector de la inhibicié de I'activacié glial, calia un model de
neurotoxicitat induida per activacié glial, on a més de mesurar patrons inflamatoris, es

pogués quantificar la mort neuronal.

Per posar a punt aquests models s’han usat cél-lules microglials provinents de cultius
primaris de ratoli o de la linia cel-lular murina BV2. Al treballar amb linies cel-lulars es
disposa d’'un major numero de cél-lules, el que d’'una banda permet obtenir més
quantitat de mostra, i de l'altra resulta molt util per provar diferents condicions
experimentals. Els cultius primaris, per la seva part, permeten confirmar en un

paradigma experimental més fisioldgic els resultats obtinguts a les linies cel-lulars.

En aquest primer apartat de resultats es presenten d’una banda la posta a punt dels
models experimentals, en la qual s’han provat diferents concentracions i temps de
tractament proinflamatori, i diferents densitats de microglia als cocultius. D’altra banda,
una vegada escollides les condicions de treball, es presenten els resultats de la
caracteritzaci6 de cada un dels models, avaluant la producci®6 de factors
proinflamatoris i I'efecte neurotoxic del tractament. Per ultim es presenten dades que
permeten determinar quin paper juguen els diferents factors proinflamatoris produits en

I’efecte neurotoxic del tractament.
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4.1.1 EL TRACTAMENT AMB LPS/IFN-y INDUEIX UN PATRO D’ACTIVACIO
PROINFLAMATORIA A LES CEL-LULES MICROGLIALS

Per posar a punt un model d’activacié microglial proinflamatori es van tractar cél-lules

BV2 i de microglia primaria amb l'estimul LPS/IFNy, i es van mesurar diversos

parametres inflamatoris.

En les cél-lules BV2 el tractament (LPS 100 ng/mL + IFN-y 0,5 ng/mL) va induir un

augment en I'expressio proteica de INOS i COX-2 a les 12 h (figura 27). Aquest efecte

s'acompanya d’un augment, 24 h després del tractament, de l'alliberament dels factors

inflamatoris NO i TNF-o, i a més s'observa una tendéncia a augmentar la secreci6 de

IL-6 (figura 28)
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Figura 27. Expressio de iNOS (A) i COX-2 (B) a cultius de BV2 en condicié control o 12 h després de
tractar amb LPS/IFN-y. Les barres representen l'error estandard de la mitjiana d’entre 3 i 4
experiments. *p<0,05 vs C. Test de la t de Student amb dades aparellades. (C) Imatge d’'un western

blot representatiu.
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Figura 28. Produccié de de NO (A), TNF-« (B) i IL-6 (C) a
cultius de BV2, en situacié control o 24 h després de tractar
amb LPS/IFN-y. Les barres representen I’error estandard de
la mitjana d’entre 3 i 6 experiments. * p<0.05; ** p<0.01 vs C.
Test de la t de Student amb dades aparellades.
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Paral-lelament es va posar a punt el model d’inflamaci6 amb cultius de microglia
primaria activant-los amb LPS/IFN-y (LPS 100 ng/mL + IFN-y 30 ng/mL). En aquest cas
es va usar una concentracié de IFN-y més elevada que en cultius de BV2. La rad és
que necessitavem una concentracidé capag d’'induir no només activacié microglial sin6
també neurotoxicitat, i tal com s’explicara més endavant concentracions de tractament
inferiors a 100 ng/mL de LPS + 30 ng/mL d’'IFN-y no causen una neurotoxicitat
significativa. Tal com succeia als cultius de BV2, el tractament va induir un augment en
l'expressio de iINOS i COX-2 12 h després de tractar (figura 29), que es va

acompanyar d'un increment en l'alliberament de NO, TNF-o i IL-6 a les 24 h del

tractament (figura 30).
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Figura 29. Expressio de iNOS (A) i COX-2 (B) a cultius de microglia primaria en condicié control o 12
h després de tractar amb LPS/IFN-y. Les barres representen l'error estandard de la mitjana de 6
experiments. *p<0,05; **p<0,01 vs C. Test de la t de Student amb dades aparellades. (C) Imatge d’'un
western blot representatiu.
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Figura 30. Produccio de NO (A), TNF-« (B) i IL-6 (C) a
cultius de microglia primaria, en situacio control o 24 h
després de tractar amb LPS/IFN-y. Les barres representen
l’error estandard de la mitjiana d’entre 4 i 6 experiments.

* p<0.05; ** p<0.01 vs C. Test de la t de Student amb dades
aparellades.
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4.1.2 POSTA A PUNT | CARACTERITZACIO DEL MODEL DE COCULTIU DE
NEURONES CORTICALS DE RATOLi | CEL-LULES DE LA LINIA
MICROGLIAL BV2

Per a disposar d’'un model de mort neuronal induida per activacio glial, es va posar a
punt un cocultiu de neurones corticals de ratoli i cél-lules microglials murines de la linia
cel-lular BV2. Els cultius de neurones corticals es van obtenir a partir d’embrions de
ratoli de 16 dies. No es van utilitzar agents antimitotics, per tant no eren cultius purs de
neurones siné que contenien també cél-lules glials. La composicié del cultiu es va
caracteritzar realitzant comptatges dels diferents tipus cel-lulars presents al cultiu. Per
fer-ho es van realitzar dobles marcatges usant hematoxilina (que tenyeix els nuclis) i
un anticos especific de cada tipus cel-lular. Els resultats van mostrar que el cultiu de
neurones contenia aproximadament un 76% de neurones (cél-lules MAP2 positives,
figura 31 A), un 16% d’astrocits (cél-lules GFAP positives, figura 31 B), menys d’'un 1%
de microglia (cél-lules CD11b positives, figura 31 C) i un 6% d’altres tipus cel-lulars.
Per simplificar la terminologia, denominaré aquests cultius “cultius neuronals”, pero cal
tenir en compte que eren cultius enriquits en neurones que també contenien astrocits.
Pel que fa a la microglia, la seva preséncia en aquests cultius era inferior al 1%, per

tant podem afirmar que practicament tota la microglia que contenien els cocultius va

ser la que es sembra a posteriori.

Figura 31. Triple immunocitoquimica de (A) MAP2 per marcar neurones, (B) GFAP per marcar astrocits, i
(C) CD11b per marcar microglia d’un cultiu de neurones corticals de ratoli de 5 DIV. La barra representa
50 um.

El primer pas en la posta a punt dels cocultius va ser testar diferents densitats de BV2
per determinar les condicions experimentals optimes on poder estudiar I'efecte
neurotdoxic de la microglia activada. Per determinar aquestes condicions es van
sembrar cel-lules BV2 sobre un cultiu de neurones corticals de 5 DIV. A 5 DIV els
cultius neuronals eren morfoldgicament madurs, ja que expressaven la isoforma 2a de
la proteina MAP, isoforma present a les neurones madures perd no en estadis previs.
Dues hores després de sembrar les BV2, els cocultius es van tractar amb 100 ng/mL

de LPS + 0,5 ng/mL de IFN-y i 24 h després es va avaluar la mort neuronal mitjangant
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I'assaig ELISA de MAP2 usant el kit ABTS. Les BV2 es van sembrar a una proporcio
neurona: BV2 dentre 11:1 i 4:1, observant que (en abséncia de tractament) al
incrementar la densitat de BV2 al cocultiu hi havia una tendéncia a incrementar la mort
neuronal (figura 32 A), efecte que s’accentuava amb el temps de cocultiu. Al tractar els
cocultius amb LPS/IFN-y durant 24 h, s'observa un efecte neurotdoxic estadisticament
significatiu (aproximadament un 40% de mort), perd aquest efecte no s’observa al
augmentar la concentraci6 de BV2 (figura 32 B). En conseqiéncia, la proporcio

escollida va ser 5:1.
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Figura 32. Cocultius de neurones i BV2. (A) Efecte sobre la viabilitat neuronal (24 h) de I'addicié de
cellules BV2 a diferents densitats. (B) Efecte sobre la viabilitat neuronal (24 h) del tractament amb
LPS/IFN-y a cultius de neurones o de neurones i BV2 a diferents densitats. Les barres representen I'error
estandard de la mitjiana de 4 experiments. (A) ANOVA d’un factor seguida del test de Newman-Keuls i (B)
ANOVA de dos factors seguida del test de Bonferroni.*p<0,05, **p<0,01 vs C.
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Una vegada establertes les condicions de treball es va caracteritzar el model avaluant
a cultius neuronals i en cocultius de neurones i BV2 I'efecte del LPS/IFN-y (24 h) en la
viabilitat neuronal, la produccié de NO i I'alliberacié al medi de TNF-a. Tal com mostra
la figura 33, en cultius de neurones sense BV2 el tractament amb LPS/IFN-y no va
resultar neurotoxic (figura 33 A-B i E), i no va induir la producci6 de NO ni TNF-a
(figura 33 F-G). Als cocultius de neurones i BV2 en canvi, el tractament va disminuir
significativament la viabilitat neuronal (figura 33 C-E), efecte que s'acompanya d'un

increment de la produccié de NO i TNF- o (figura 33 F-G).
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Figura 33. Viabilitat neuronal i parametres inflamatoris a cocultius neurona-BV2 en situacié control o
24 h després de tractar amb LPS/IFN-y. Marcatge amb MAP2 a cultius neuronals controls (A) i
tractats amb LPS/IFN-y (B), i a cocultius de neurones i BV2 controls (C) i tractats amb LPS/IFN-y
(D). La barra representa 100 um. (E) Viabilitat neuronal, (F) produccié de NO i (G) de TNF-« als
cultius de neurona o als cocultius de neurones i BV2 24 h després de tractar amb LPS/IFN-y. Les
barres representen I'error estandard de la mitjana d’entre 3 i 4 experiments. ** p<0,01; ***p<0,001
vs C. ANOVA d'’un factor seguida del test de Newman-Keuls.

Els efectes descrits fins ara es van observar en cultius neuronals preparats amb una
concentracié de KCI de 25 mM al medi de cultiu. Aquesta concentracié és superior a la
que s’usa normalment als cultius de neurones corticals, i s’ha descrit que nivells
elevats de potassi al medi incrementen la sensibilitat de cultius corticals de neurona-

glia a I'efecte del LPS (Chang i cols. 2000). Seguidament es va passar a avaluar si al
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cultivar les neurones en 5 mM de KCI (concentracié habitual als cultius de neurones
corticals) seguiem observant I'efecte neurotoxic del tractament. Tal com s’observa a la
figura 34, vam comprovar que al disminuir la concentraci6 de potassi al medi la
viabilitat dels cocultius en condicions control no va variar perd les neurones van
esdevenir més resistents a la neurotoxicitat induida per activacié glial. Mentre que en
cultius amb 25 mM de KCI el tractament indui una mort de gairebé el 40%, en cocultius

amb 5 mM de KCI no s’observa efecte del tractament.
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Figura 34. Efecte de la concentracio de potassi a la viabilitat neuronal a cocultius de
neurones i BV2 en situacié control i 24 h després de tractar amb LPS/IFN-y. Les
barres representen ['error estandard de la mitjiana de 4 experiments. ***p<0,001 vs
C. ANOVA de dos factors seguida del test de Bonferroni.

Donat que haviem perdut I'efecte neurotdxic del tractament al cultivar les neurones en
5 mM de KCI, vam determinar si incrementant el temps de tractament o la concentracié
de IFN-y del tractament es recuperava l'efecte neurotoxic. Aixi, vam tractar els
cocultius amb el tractament usat fins ara (T1:100 ng/mL LPS + 0,5 ng/mL de IFN-y) i
un amb una major concentracié de IFN-y (T2:100 ng/mL LPS + 5 ng/mL de IFN-y)
mesurant la viabilitat neuronal en cada cas a 24 h i 48 h. Tal com mostra la figura 35,
cap dels dos tractaments va produir un efecte neurotoxic a 24 h. Al mantenir el
tractament durant 48 h T1 tampoc produi neurotoxicitat, perd T2 si que disminui
significativament la viabilitat neuronal. Per tant, al incrementar la concentracié de IFN-y

i el temps de tractament vam recuperar I'efecte neurotoxic.
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Figura 35. Viabilitat neuronal de cocultius de neurona i BV2 tractats amb 100 ng/mL
LPS+0,5 ng/mL de IFN-y (T1) o 100 ng/mL LPS+5 ng/mL de IFN-y (T2) durant 24 o 48h.
Les barres representen l'error estandard de la mitjiana d’enfre 3 i 5 experiments.
***p<0,001 vs el seu C; #p<0,05; ##p<0,01 vs la mateixa condicié a 24 h. ANOVA de dos
factors seguida del test de Bonferroni.

120



RESULTATS

4.1.3 POSTA A PUNT | CARACTERITZACIO DEL MODEL DE COCULTIU DE
NEURONES CORTICALS DE RATOLI | MICROGLIA PRIMARIA

En paral-lel al model descrit a I'apartat anterior i amb el mateix objectiu, es va posar a
punt un model de cocultiu de neurones corticals i microglia primaria de ratoli on es va
induir neurotoxicitat per activacié glial amb LPS/IFN-y. Es van testar diferents
proporcions de neurona:microglia, entre 11:1 i 2:1. A diferéncia del que passava als
cultius de neurones i BV2, el sembrat de cél-lules de microglia primaria no va induir
neurotoxicitat en situacié control (figura 36 A), i en resposta al tractament només
s’observa efecte neurotoxic a la densitat major de microglia, 400.000 cel-lules/mL,
proporcié neurones: microglia 2:1 (figura 36 B).
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Figura 36. (A) Viabilitat neuronal de cultius de neurones i cocultius de neurones i microglia
sembrada a diferents densitats en condicions control. Les dades s’han calculat com a percentatge
del control dels cultius de neurona. Les barres representen I'error estandard de la mitjiana d’entre
3 i 4 experiments. ANOVA d’un factor seguida del test de Newman-Keuls. (B) Viabilitat neuronal
en cocultius de neurones i microglia sembrada a diferents densitats, tractats amb LPS 100 ng/mL
+ 30 ng/mL IFN-y durant 48 h. Les dades s’han calculat com a percentatge del control dels cultius
de neurona:microglia (4:1). Les barres representen I'error estandard de la mitjiana d’entre 3 i 6
experiments. **p<0,01 vs C. ANOVA de dos factors seguida de test de Bonferroni. (C) Viabilitat
neuronal i (D) produccié de NO a cocultius de neurones corticals i microglia primaria 48 h després
de tractar amb LPS+IFN-y a diferents concentracions. Les barres representen I’'error estandard de

la mitiana de 3 experiments. **p<0,01 vs C. ANOVA d’un factor seguida del test de Newman-
Keiile
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Figura 37. Immunocitoquimica per MAP2 a un cocultiu
de neurones i microglia primaria en condicions control
(A) i 48 h després de tractar amb 100 ng/mL LPS + 30
ng/mL IFN-y (B). La barra representa 100 um. (C)
Avaluacio de la viabilitat neuronal en cocultius controls i
tractats durant 48 h amb LPS/IFN-y. Produccié de NO
(D) i TNF-a (E) en cocultius control i tractats amb
LPS/IFN-y durant 24 h. Les barres representen l'error
estandard de la mitjana de 4 experiments. Test de la t de
Student amb dades aparellades.

Es va establir 400.000
célllules/mL com a densitat de
treball, i cocultius de neurona i
microglia a aquesta concentracio
es van tractar amb 100 ng/mL de
LPS + IFN-y a diferents
concentracions. L'efecte obtingut
va ser una concentracioé resposta
de l'efecte  neurotdoxic del
tractament (figura 36 C). A més,
es va avaluar la produccié de NO
a aquests cocultius (figura 36 D),
observant un increment en
resposta als tres tractaments, i la
concentraci6 de NO arriba a un
maxim amb 30 ng/mL de IFN-y.
Els tractaments no va tenir efecte
sobre la viabilitat neuronal ni
sobre la producci6 de NO en
abséncia de microglia (dades no
mostrades).

Donat que l'efecte usant una
concentraci6 de IFN-y de 30
ng/mL era prou contundent, i per
evitar treballar a concentracions
massa elevades, es va triar 100
ng/mL de LPS+30 ng/mL de IFN-y
com a concentraci6 de treball. La
figura 37 mostra la caracteritzacio
del model final de cocultiu, amb
l'expressic de  MAP2  per
immunocitoquimica (figura 37 A-
B), quantificacié de la viabilitat
neuronal (figura 37 C), i produccio
de NO i TNF-a (figura 37 D-E).
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El cocultiu de neurones i microglia es va posar a punt usant una concentracié de 25
mM de KCI, perd al igual que el cocultiu de neurones i BV2, seguidament es va provar
el model usant cultius neuronals cultivats amb 5 mM de KCI. Com mostra la figura 38,
a les dues concentracions de potassi es va produir un efecte neurotoxic del tractament.
Per tant, en els cocultius de neurones i microglia primaria la concentracié de potassi no

és tan rellevant com als cocultius de neurones i BV2.
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Figura 38. Efecte de la concentracio de potassi en la viabilitat neuronal a
cocultius de neurones i microglia primaria en situacié control i 48 h després de
tractar amb 100 ng/mL LPS + 30 ng/mL IFN-y. Les barres representen l’error
estandard de la mitjiana d’entre 4 i 9 experiments. **p<0,01; ***p<0,001 vs C.
ANOVA de dos factors seguida del test de Bonferroni.
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4.1.4 LEFECTE NEUROTOXIC DE LA MICROGLIA ACTIVADA ESTA
MEDIAT PER LA PRODUCCIO DE NO

Vam comprovar que l'activacié de la microglia amb LPS/IFN-y va induir una pujada
dels marcadors proinflamatoris iINOS, COX2, IL-6, NO i TNF-a. (figures 29 i 30), i que
en cocultius de neurona i microglia aquesta activacidé va induir a més un efecte
neurotoxic. Després vam voler estudiar si I'efecte neurotoxic de 'activacié microglial es
podia revertir utilitzant un agent antiinflamatori classic, la citocina antiinflamatoria IL-10.
Aixi, es van tractar cocultius de neurona i microglia primaria amb LPS/IFN-y en
preséncia o abséncia de IL-10 (50 ng/mL). En cultius de microglia primaria el
pretractament amb IL-10 va inhibir els increments de TNF-o i IL-6 induits per LPS/IFN-
Y, pero no va tenir efecte sobre la produccié de NO (figura 39 A-C). A més, va inhibir
practicament del tot I'expressié de COX-2 perd no va tenir cap efecte sobre I'expressio
de iINOS induida pel tractament (figura 39 D-F). Malgrat el seu efecte inhibitori en la
majoria de parametres proinflamatoris testats el pretractament amb IL-10 no va inhibir
la neurotoxicitat induida per LPS/IFN-y (figura 39 G). A més, tal com ja haviem vist en
cultius de microglia primaria, la IL-10 no va tenir cap efecte sobre la produccié de NO

als cocultius (figura 39 H).
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Figura 39. Produccié de TNF-c« (A), IL-6 (B) i NO (C), i expressio de iNOS (E) i COX-2 (F) a
cultius de microglia primaria en condicions control o 24 h després de tractar amb LPS/IFN-y en
preséncia o absencia de IL-10. (D) Imatge d’'un western blot representatiu. Viabilitat neuronal
(G) i produccié de NO (H) a cocultius de neurones i microglia primaria control o 48 h després de
tractar amb LPS/IFN-y en preséncia o absencia de IL-10. Les barres representen [error
estandard de la mitjana dentre 3 i 4 experiments. *p<0,05; **p<0,01;,***p<0,001 vs C.
###p<0,001 vs LPS/IFN-y. ANOVA d’un factor seguida del test de Newman-Keuls.
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Donat que diversos treballs destaquen la importancia del NO i el peroxinitrit en I'efecte

neurotoxic de la microglia activada, vam voler avaluar quin paper jugava el NO enfront

la resta de mediadors proinflamatoris en el nostre model. Per fer-ho vam tractar

cocultius de neurona i microglia primaria amb LPS/IFN-y en preséncia o abséncia d’un

inhibidor selectiu de la INOS, el 1400W (10 uM). El tractament amb 1400W va inhibir

I'efecte neurotdxic del LPS/IFN-y (figura 40 A). Per comprovar que el 1400W actuava

sobre la seva diana (iNOS) es va avaluar la produccié de NO als cocultius, i com

s’observa a la figura 40 B aquesta s'inhibi en resposta al 1400W.
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Figura 40. Efecte del pretractament amb 1400W a cocultius de neurones i microglia primaria. Viabilitat
neuronal (A) i produccié de NO (B) en situacié control, 48 h després del tractament amb LPS/IFN-y en
preséncia o abséncia de 1400W. Les barres representen l'error estandard de la mitjana de 3
experiments. **p<0,01 vs C, ##p<0,01 vs LPS/IFN-y. ANOVA d’un factor seguida del test de Newman-

Keuls.
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DISCUSSIO

Posta a punt dels models experimentals

En aquest capitol es presenta un model d'activacié microglial induida per LPS/IFN-y i
un model de neurotoxicitat induida per activacié microglial, ambdds posats a punt amb
una linia cel-lular (BV2) i cultius primaris. En el model del cocultiu cal tenir en compte
que els nostres cultius neuronals contenen un 16% d’astrocits. Durant la posta a punt
del model es van realitzar proves preliminars administrant un inhibidor de la mitosi,
I'arabinosid de citosina (araC) a 10 uM 24 h després del sembrat, per tal d’eliminar la
glia del cultiu, perd vam observar que el cultiu neuronal esdevenia molt més sensible al
cocultiu amb BV2 i la mort neuronal als controls augmentava. A més, la preséncia
d’astrocits fa que el model s’acosti més a la situacid in vivo, on hi son presents
neurones, microglia i astrocits (a més d’altres cél-lules), i on la comunicacié entre els
tres tipus cel-lulars pot condicionar la resposta als estimuls inflamatoris. Per tot aixo
vam decidir mantenir el cultiu amb astrocits. Els astrocits tractats amb LPS/IFN-y
secreten citocines inflamatories (revisat a Farina i cols. 2007). A més, hi ha treballs
que demostren que la preséncia d’astrocits pot exacerbar la resposta proinflamatoria
de la microglia augmentant la secreci6 de NO (Yang 1998; Sola i cols. 2002). En
aquesta linia, observacions del nostre grup demostren que en preséncia d’astrocits la
microglia produeix més NO i TNF-a.. Per comprovar que la preséncia dels astrocits no
explicava per si mateixa els efectes obtinguts als cocultius, en tots els experiments es
van fer controls en els que es van tractar en paral-lel els cultius de neurones amb
astrocits en preséncia o abséncia de la microglia. Com s’observa a la figura 33, el

tractament amb LPS/IFN-y en abséncia de microglia no va produir un efecte neurotoxic
ni va induir la produccié de NO ni TNF-a. Aixd indica que la microglia és necessaria

per a obtenir resposta al tractament en els parametres avaluats i probablement és la
principal responsable d’aquesta resposta. Tot i aixd, no s’ha de descartar un efecte

indirecte dels astrocits en els resultats observats.

En la posta a punt del cocultiu es va usar medi de cultiu amb una concentracié de KCI
de 25 mM. En la literatura hi ha treballs en els que usen aquesta concentracio de
potassi als cultius neuronals, perd majoritariament es tracta de cultius de neurones
cerebel-lars mentre que als treballs de neurones corticals s’acostuma a treballar a 5
mM de KCI (D’Mello i cols. 1993; Moldrich i cols. 2001; Chen i cols. 2008). Al disminuir
la concentracié de potassi als nostres cultius vam comprovar que aquests esdevenien
més resistents a la toxicitat induida per activacié de les célllules BV2 (figura 34).

L'augment de la concentracié de potassi al medi fa que les neurones baixin el llindar
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d'excitabilitat (Gou-Fabregas i cols. 2009; Grilli i cols. 2009), el que les podria fer més
susceptibles als estimuls neurotoxics. Chang i cols. (2000) van descriure usant
cocultius de neurones i microglia corticals de ratoli que 'augment de concentracié de
potassi al medi de cultiu augmenta la neurotoxicitat induida per activacio glial. Aquests
autors ho atribueixen a un efecte proinflamatori del potassi sobre la microglia
(augmentant la produccié de NO i TNF-a) perd nosaltres no hem observat aquest
efecte, i creiem que la disminuci6 en la viabilitat neuronal és deguda a que el potassi fa
les neurones vulnerables, com defensen altres autors (Andreeva i cols. 1996; Kaiser i
cols. 2006; Gou-Fabregas i cols. 2009). Als nostres models I'efecte del potassi sobre la
susceptibilitat de les neurones en resposta a I'activacié microglial es va observar
sobretot en el cas de cocultius de neurones i BV2. Aquest fet pot ser degut a qué les
BV2 tenen una taxa metabodlica més alta, i per tant consumeixen més nutrients i
acidifiquen el medi més rapidament que la microglia primaria, el que afecta a la
viabilitat del cultiu neuronal. D’acord amb aix0, els nostres resultats mostren que al
afegir concentracions creixents de microglia en condicions control no s'indueix
neurotoxicitat, mentre que al afegir concentracions creixents de BV2 s’indueix mort a

les neurones també a condicions control (figures 32 Ai 36 A).

Per avaluar la mort neuronal calia usar una técnica que permetés quantificar de forma
especifica la mort de les neurones sense interferéncies dels altres tipus cel-lulars
presents al cultiu. Técniques com el iodur de propidi, el LDH o el MTT es basen en la
permeabilitat de la membrana o en I'activitat metabdlica per discriminar si una cél-lula
és viva o morta. Aquestes técniques poden donar una mesura inexacta de la viabilitat
neuronal en un cocultiu on hi ha diferents tipus cel-lulars, on a més uns tipus cel-lulars
tenen un metabolisme més actiu que altres. Una altra estratégia classica d’avaluar la
mort és la tinci6é de les cél-lules amb un marcador especific de tipus cel-lular i realitzar
comptatges, assumint que les cél-lules marcades estan vives. Aquesta aproximacio és
complexa en els nostres models, donada I'alta densitat de sembrat i el gran nombre de
condicions experimentals a avaluar. A més, quan s’ha intentat fer-ho usant el marcador
neuronal NeuN no totes les cél-lules marcades semblaven neurones vives, i per tant
les imatges obtingudes no eren prou fiables per a realitzar comptatges. En aquesta tesi
per avaluar la neurotoxicitat dels cocultius s’ha usat la técnica del ELISA-MAP2-ABTS
(Brooke i cols. 1999). Amb aquest metode es marquen les neurones amb un anticos
especific neuronal (MAP2) i el marcatge es solubilitza i mesura a I'espectrefotometre,
sent aixi una mesura objectiva i semi-quantitativa: els resultats s’expressen en
percentatge de variacié del marcatge de les diferents condicions respecte la condicio

control. Cal tenir en compte perd que es tracta d’'una técnica semi-quantitativa, i que
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una baixada d’un 40% en I'expressié de MAP2 no té perqué significar que hi hagi un
40% menys de neurones, perd ens déna una mesura relativa de mort neuronal en

comparacio a la condicié control.

Per induir activacié glial s’ha utilitzat una combinacié de LPS 100 ng/mL i IFN-y a
diferents concentracions. La producci6 de NO es pot mesurar de manera senzilla i
rapida, i és un molt bon indicador de I'estat d’activacié de la microglia. Resultats del
grup mostren que el tractament de cultius primaris de microglia de ratoli amb LPS sol
produeix NO, perd calen concentracions molt elevades de LPS per obtenir
concentracions de NO mesurables amb la técnica de Griess. En canvi la combinacio
de LPS i IFN-y permet treballar a concentracions més baixes de LPS i obtenir una
produccié de NO mesurable i reproduible. A més, el tractament amb LPS no induia
neurotoxicitat en el nostre model. En conseqliéncia, vam decidir utilitzar la combinacié
LPS/IFN-y com a tractament. Diversos autors han descrit una sinérgia entre ambdos
tractaments, de manera que al afegir IFN-y alguns efectes del LPS es potencien, com
és el cas de la producci6é de NO (revisat a Schroder i cols. 2006). L'efecte del LPS esta
principalment mediat pel receptor TLR4 activant MAP cinases, i el de I'lFN-y pel
receptor d’interferd, activant JAK1-STAT1. Aquestes dues vies de senyalitzacié tenen
punts en comd, ja que alguns elements poden ser activats per ambdues cascades. El
fet d'estar activant dues vies de senyalitzaci6 que a més es potencien, pot resultar
problematic a I'hora de establir quin mecanisme és el responsable dels efectes
observats. Tot i aixd, creiem que tractar amb LPS/IFN-y és convenient ja que I'efecte
d'ambdues molécules va en el mateix sentit i a més fa que I'efecte observat tingui una

magnitud més facilment avaluable.

Caracteritzacio dels models

En aquest treball utilitzem dos models in vitro de microglia: la linia murina BV2 i els
cultius primaris de microglia de ratoli. En la literatura s'han descrit diferéncies entre
aquests tipus cel-lulars (Horvath i cols. 2008), perd nosaltres hem observat en ambdés
models un increment en resposta al tractament amb LPS/IFN-y en tots els parametres
avaluats, és a dir, la produccié de NO, IL-6 i TNF-q, i I'expressio de iINOS i COX-2.
Les linies cel-lulars permeten treballar amb molta quantitat de proteina, i RNA; a més
sén molt utils per posar a punt les condicions de treball, ja que es disposa d’una gran
quantitat de cél-lules per provar diverses condicions experimentals. Els cultius primaris
per la seva banda sén un model més fisiologic, i permeten confirmar els resultats

obtinguts en linies a un model més proper a I'animal. Als cocultius de neurones i BV2
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s’observa que, en condicions control, al incrementar la densitat de BV2 s’indueix
neurotoxicitat (figura 32 A) fet que no es dbéna en cocultius de neurones i microglia
(figura 36 A). A més, a cocultius de neurona-BV2 la concentracié d’IFN-y a partir de la
qual s’indueix neurotoxicitat €s molt menor a la dels cocultius de neurona i microglia
primaria. Aixo suggereix que les neurones sén més vulnerables en cocultiu amb la linia
cellular BV2 que no pas amb primaris. Per aixd, al cocultiu de neurones i BV2 la
proporcié de neurones:microglia i la concentracié de IFN-y del tractament s6n menors

que al cocultiu de neurones i microglia primaria (taula 5).

Neurone_s |‘m_|crogI|a Neurones i BV2
primaria
Proporcio 2:1 5:1
neurona:microglia
Concentraci6 de LPS 100 + IFN-y 30 LPS 100 + IFN-y 0,5
tractament (ng/mL) v L
Temps de tractament 48 h 24 h

Taula 5. Condicions experimentals dels dos models de cocultiu.

L’efecte antiinflamatori de la IL-10 esta clarament establert. Aquest efecte esta mediat
per la unié de IL-10 al seu receptor IL-10R, activant la via de JAK2/STAT-1. L’efecte
d’aquesta activacio és per una banda una competici6 amb NF-xB per la disponibilitat
de la via JAK/STAT, i per altra banda l'activacié de SOCS-3 (de I'anglés Supressor of
Cytokine Signaling), que actua com a regulador negatiu de les citocines
proinflamatories (revisat a Moore i cols. 2001). Diversos treballs a la literatura
descriuen que la IL-10 inhibeix la produccié de citocines proinflamatories (com la IL-1p,
la IL-6 i el TNF-a entre d’altres), a més de disminuir I'expressié del MHCII i la COX-2
(revisat a Moore i cols. 2001 i Schroeter i Jander 2005). L'efecte de IL-10 sobre la
produccié de NO en canvi no és clar. Alguns autors han descrit un efecte inhibitori de
la IL-10 sobre la produccié de NO induida per LPS en microglia (Ledeboer i cols. 2000)
i una neuroproteccié derivada d’aquest efecte inhibitori de NO (Quian i cols. 2006; Park
i cols. 2007), pero es postula que aquest efecte pot ser conseqiiéncia de la inhibicié de
factors proinflamatoris que regulen NO, en comptes de ser una inhibicié directa (Moore
i cols. 2001); altres autors descriuen (en cél-lules microglials) una manca d’efecte de
IL-10 sobre la producci6 de NO (Lieb i cols. 2003). En el nostre model, la IL-10
inhibeix la produccié de TNF-a, IL-6 i 'expressié COX-2 induides per LPS/IFN-y, perd

no té efecte sobre la iINOS ni la produccié6 de NO (figura 39). Tot i aquest efecte
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antiinflamatori, el pretractament amb IL-10 no és neuroprotector en el nostre model de
neurotoxicitat induida per activacié microglial (figura 39 G). En canvi, la inhibici6é de la
producci6 de NO mitjangant un inhibidor selectiu de la iINOS (1400W) inhibeix
totalment la mort neuronal induida pel tractament amb LPS/IFN-y (figura 40 A). En els
dos models de cocultiu que presentem s’observa que la neurotoxicitat induida per
I'activacié de la microglia sempre s’acompanya d’'un augment en la produccié de NO.
El NO és un dels majors mediadors de neurotoxicitat, ja que produeix nitrosilacié de
proteines, dany al DNA i disrupcié de la cadena respiratoria mitocondrial, entre altres
efectes (per a revisié Minguetti i Levi 1998 i Vafeiadou i cols. 2007). A més, el NO
reacciona amb I'ié superdxid formant peroxinitrit, un agent altament toxic (Babior
2004). L’enzim encarregat de produir superoxid és la NADPH oxidasa. En el nostre
model no s’ha avaluat I'expressio de la NADPH oxidasa ni la preséncia de peroxinitrit
al medi, perd és d’esperar que es trobin augmentats en resposta al LPS/IFN-y, i que

contribueixin a I'efecte neurotdxic del tractament.

En resum, en aquest capitol es presenten un model d’activacié microglial induida per
LPS/IFN-y i un model de neurotoxicitat induida per activacié microglial. El tractament
amb LPS/IFN-y activa la microglia, produint una série de factors proinflamatoris. La

produccié d’aquests factors, en especial el NO, té un efecte toxic sobre les neurones

corticals.
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4.2 INHIBICIO DELS C/EBPs: EFECTES ANTIINFLAMATORIS |
NEUROPROTECTORS

INTRODUCCIO

El control de la neuroinflamacié és una diana potencial a tenir en compte en el
tractament de les malalties neurodegeneratives. Per tant, és important trobar farmacs
antiinflamatoris i estudiar noves dianes que inhibeixin la neuroinflamacié. Usant el
model de neurotoxicitat induida per activacié glial que hem posat a punt com es
descriu a l'apartat 4.1, hem estudiat si la inhibicié dels C/EBPs (factors de transcripcio
implicats en la regulacié de gens relacionats amb la resposta inflamatoria) t& com a

consequléncia un efecte antiinflamatori i neuroprotector.

Per inhibir els C/EBPs s'han usat diverses aproximacions experimentals. D'una banda,
i donada la manca d'un inhibidor farmacologic dels C/EBPs, s'ha usat la crisina, un
flavonoide amb propietats antiinflamatories, que podrien estar mediades per inhibicié
de la unié de DNA de C/EBPB (Woo i cols. 2005). En aquest estudi hem avaluat
I'efecte antiinflamatori i neuroprotector de la crisina, aixi com la implicacié de C/EBPa,
C/EBPR i C/EBPS en el seu mecanisme d'acci6. D’altra banda, per avaluar el paper de
C/EBPB i C/EBP9% en l'activacié microglial i la neurotoxicitat associada, s'han realitzat
cocultius de neurones corticals amb microglia primaria de ratolins deficients en
C/EBPB o C/EBP&. En aquesta aproximacié experimental tant les neurones com els
astrocits sén no deficients, podent aixi estudiar quin és l'efecte de la pérdua dels

C/EBPs només a la microglia.

Els resultats que es presenten demostren com una baixada en I'expressié de C/EBPJ
o C/EBP® és capacg per si sola d'induir un efecte antiinflamatori i neuroprotector,
remarcant la importancia d'aquests factors de transcripcié en l'activacié microglial i la
neurotoxicitat associada. Aquests resultats permeten postular els C/EBPs com a

dianes terapéutiques addicionals en les malalties neurodegeneratives.
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421 LA CRISINA TE EFECTE ANTIINFLAMATORI EN CULTIUS DE
MICROGLIA PRIMARIA

Per comprovar si la crisina reproduia en el nostre model els efectes antiinflamatoris
descrits per altres grups, es va avaluar I'efecte d'aquest flavonoide en cultius primaris
de microglia activats. Per induir activacié microglial es va tractar la microglia primaria
amb 100 ng/mL de LPS + 30 ng/mL de IFN-y. L'efecte proinflamatori del tractament aixi
com l'efecte de la crisina es van avaluar mesurant la produccié de NO, l'alliberament
de TNF-a i I'expressié dels enzims iINOS i COX-2. En resposta al tractament es va
produir un augment en la produccié de NO i TNF-qa, detectable tant a 24 h com a 48 h
(figura 41 A-D), aixi com en l'expressié de iINOS i COX-2 a 12 h (figura 41 E-G). El
pretractament amb crisina 20 uM 1 h abans del LPS/IFN-y va inhibir la produccié de
NO (tant a 24 h com a 48 h) i de I'expressio de la INOS. El pretractament amb crisina
també va induir una inhibicié6 de TNF-a 24 h després de tractar amb LPS/IFN-y, pero
aquest efecte va ser transitori, doncs desapareixia a les 48 h del tractament (figura 41
C-D). L'expressié de COX-2 no es va inhibir en resposta a la crisina. La crisina per si

sola no va produir cap efecte sobre els parametres avaluats.
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Figura 41. Efecte antiinflamatori del pretractament amb crisina a cultius de microglia primaria tractats
amb LPS/IFN-y. (A-B) produccié de NO, (C-D) produccié de TNF-a, (E) expressié de iNOS i (F) expressio
de COX-2 en cultius controls, tractats amb crisina (Ch), tractats amb LPS/IFN-y i tractats amb Ch +
LPS/IFN-y. Avaluacions realitzades a 24 h i 48 h (NO i TNF-a) o 12 h (iNOS i COX-2) després de tractar
amb LPS/IFN-y. Les barres representen l'error estandard de la mitjiana de 4 experiments.*p < 0,05; **p <
0,01i **p <0,001 vs C; ##p < 0,01 ##p < 0,001 vs LPS/IFN-y. ANOVA d'un factor seguida del test de
Newman-Keuls. (G) Imatae d'un western hlot renresentatiu.
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4.2.2 LA CRISINA TE EFECTE NEUROPROTECTOR EN COCULTIUS DE
NEURONA | MICROGLIA

Neuronal viability
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Figura 42. Viabilitat neuronal a cocultius de neurona
i microglia primaria. Immunocitoquimica per MAP2 a
cocultius control (A), tractats amb LPS/IFN-y (B),
crisina (Ch) (C) o Ch+LPS/IFN-y (D). La barra
representa 100 um. (E) Viabilitat neuronal de cultius
controls, tractats amb LPS/IFN-y o amb
Ch+LPS/IFN-y i (F) de cultius control o tractats amb
Ch. Les barres representen l'error estandard de la
mitjana de 4 experiments. **p<0,01 vs C; ##p<0,01
vs LPS/IFN-y. ANOVA d’'un factor seguida del test
de Newman-Keuls.

Donat que el pretractament amb
inhibia

proinflamatoria de la microglia, ens

crisina I'activacio
vam preguntar si aquesta inhibicio
podia tenir un efecte neuroprotector
en el nostre model de neurotoxicitat
induida per activacié microglial. Per
testar-ho, cocultius de neurones
corticals i microglia primaria van ser
tractats amb 100 ng/mL de LPS +
30 ng/mL de IFN-y durant 48 h. El

tractament va induir la mort
d'aproximadament el 40% de les
neurones (figura 42 A-B i E), efecte
que no s’observa en abséncia de
(figura 42 E). El

pretractament amb crisina va induir

microglia

neuroprotecci6é (figura 42 D-E). La
crisina per si sola no va tenir cap
efecte ni a cultius de neurones ni a
cocultius de neurona i microglia
(figura 42 C i F). En aquest model
el tractament amb LPS/IFN-y va
induir un augment en la producci6
de NO tant a 24 h com a 48 h,
augment que va ser inhibit per la
crisina a ambdos temps (figura 43
A-B). El

incrementar la produccié de TNF-a

tractament també va

a 24 h i 48 h, augment que va ser

inhibit a 24 h perd no a 48 h per la
crisina (figura 43 C-D).
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Figura 43. Produccié de NO (A-B) i TNF-« (C-D) a cocultius de neurones i microglia primaria en
condicions control o després de tractar amb LPS/IFN-y en preséncia o absencia de Ch. La
produccié es va mesurar 24 h (A i C) o 48 h (B i D) després de tractar amb LPS/IFN-y. Les
barres representen l'error estandard de la mitjana d’entre 3 i 4 experiments. *p<0,05, **p<0,01 i
***0<0,001 vs C, #p<0,05 i ##p<0,01 vs LPS/IFN-y. ANOVA d'un factor seguida del test de
Newman-Keuls.
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4.2.3 LA CRISINA INHIBEIX L'EXPRESSIO NUCLEAR DE C/EBP3

Una vegada establert I'efecte antiinflamatori i neuroprotector de la crisina, vam voler
estudiar el paper de C/EBPB, C/EBPd i NF-xB/p65 en el seu mecanisme d'accio, ja
que aquests factors de transcripcié estan implicats en la regulacié de de la resposta
inflamatodria, que es troba inhibida per la crisina. Per fer-ho, es van tractar cultius
primaris de microglia amb LPS/IFN-y en preséncia o abséncia de crisina i 4 h després
del tractament es va avaluar l'expressid d'aquests 3 factors de transcripcidé per
immunofluorescéncia (figura 44). En resposta al tractament, es va produir un augment
en l'expressié nuclear de C/EBPB i C/EBP9, i una translocacié al nucli de NF-xB/p65.
El pretractament amb crisina va inhibir I'augment d'expressié nuclear de C/EBPS, pero

no va tenir efecte sobre I'expressié nuclear de C/EBPB ni NF-xB/p65.

c LPS/IFN-y Ch+ LPS/IFN-y

p65

C/EBPB

C/EBPb%

Figura 44. Immunofiuorescencia de NF-kB/p65, C/EBP i C/EBP& a microglia primaria en
situacié control, 4 h després del tractament amb LPS/IFN-y o després de pretractar 1 h
amb crisina (Ch) i tractar 4 h amb LPS/IFN-y. La barra representa 30 ym.
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4.2.4 LES BV2 SON UN BON MODEL PER ESTUDIAR EL MECANISME
D'ACCIO DE LA CRISINA

Per tal d'estudiar amb més detall i de forma més quantitativa el paper de NF-xB i els

C/EBPs en el mecanisme d'accié de la crisina, vam determinar la seva expressio i la
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Figura 45. Efecte antiinflamatori del pretractament amb
crisina a cultius de BV2 tractats amb LPS/IFN-y. (A)
produccié de NO, (B) produccié de TNF-a, (C) expressié de
iNOS i (D) expressi6 de COX-2 en cultius controls, tractats
amb crisina (Ch), tractats amb LPS/IFN-y en presencia o
absencia de crisina. Avaluacions realitzades a 24 h (iNOS i
TNF-a) o 12 h (iNOS i COX-2) després de tractar. Les barres
representen l'error estandard de la mitiana de 4
experiments.”’p < 0,05, *p < 0,01 i **p < 0,001 vs. C
#p<0,05 | ##p < 0,01 vs. LPS/IFN-y. ANOVA d'un factor
seguida de test de Newman-Keuls. (E) Imatge d'un western
blot representatiu.

seva capacitat d’'unié al DNA
a les diferents situacions
Aixi,
realitzar western blots de
PCR en

temps real i assajos d'unié al

experimentals. vam

proteina nuclear,

DNA. Per a realitzar aquests
tipus d'estudis calien grans
de mMRNA i

proteina, dificils d’obtenir en

quantitats

cultius primaris de microglia,
que tenen un rendiment molt

baix. Per aixd0 vam decidir

utilitzar la linia murina de
microglia BV2. Donat que
les linies cel-llulars tenen

algunes caracteristiques
diferents als cultius primaris,
préviament vam avaluar si
BVv2

s'obtenien efectes similars

amb les céllules

als observats amb la
microglia primaria i per tant
aquesta linia era un bon
model de treball per a aquest
estudi.

Primer, es va avaluar I'efecte
de

en un cultiu de cél-lules BV2

antiinflamatori la crisina

activades. Per induir
activacid, es van tractar els

cultius amb 100 ng/mL de
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LPS + 0,5 ng/mL de IFN-y. Tal com s’ha explicat al capitol 4.1 de resultats, aquesta

concentracié de tractament és la que es va usar per posar a punt el model de

neurotoxicitat induida per activacié glial als cocultius de neurones i BV2. Com s’havia

observat a la microglia primaria, en resposta al tractament amb LPS/IFN-y es va

e ol oo 1{
A g o § " b
i G, ey . V., O
W A ‘1' o A e, S - .
\ I ¥ i '\Q\ B P
(Y7 i o b iy bt
f‘ . !{ 3 B A i B
Y 7 o Rl ¢ 4 \_
f r '-‘-‘F:'_' A /—". p e .
iy, NI SR als X 2
D AP R o o,

I “-r-'-’\f.c:‘:____‘-‘p f ® I\.— 2
C k“-J; S D r : ‘*.
=Y f_‘.. 7 \ ! P
b Al = 4 : ;

o
By Vb s ¥ o
té.: o h R SRR s,
_’_\{-"Tl?h?":‘b:a‘ f T
- 4 e i -
“ ; ; A ;? s 7 vy o5 '.;
E Neuronal viability
120+ c
> 1109 - " =cn
.:, *
£ 1001 CILPS/IFN-y
a 3o 90 EI Ch+LPS/IFN-y
< ‘o- -
= 2< 804
b=
S 704
£
= 60
50 T T
Neurons Neurons+BV2
Experimental group
F NO production G TNF-o release
c 15 e 1000 2ax
=] = T
5 #  E 750 "
= __10 e oy o
3 _5_3 5 500
Qo 5 ™
‘o Z 250
o
= == - 0 v
< o & & < e ) )
NS S8
e <

Figura 46. Marcatge amb MAPZ2 a cocultius de neurona i
BV2 en situacié control (A), tractats amb LPS/IFN-y
(B),crisina (Ch) (C) o Ch+LPS/IFN-y. La barra representa
100 um. Viabilitat neuronal (E), produccié de NO (F) i
TNF-o (G) de cultius control, tractats amb Ch i tractats
amb LPS/IFN-y en absencia o presencia de Ch,
mesurats 24 h després del tractament amb LPS/IFN-y .
Les barres representen l'error estandard de la mitjana de
5 experiments.*p<0,05, **p<0,01 i
#p<0,05, ##p<0,01 i ###p<0,001 vs LPS/IFN-y. ANOVA

*kk

p<0,001 vs control;

d'un factor seguida del test de Newman-Keuls.

produir un augment en la produccié
de NO i TNF-a a 24 h aixi com un
increment en l'expressio de iINOS i
COX-2 45). El
pretractament crisina
inhibir 'augment de TNF-qa, iNOS i
NO, perd no va tenir efecte sobre
I'expressié de COX-2 (figura 45).

Una vegada comprovat que l'efecte

(figura

amb va

antiinflamatori de la crisina
observat a microglia es reproduia a
les BV2 en tots els parametres
mesurats, vam avaluar a cocultius
de neurones corticals primaries i
BV2 si també es reproduia l'efecte
neuroprotector. Per fer-ho es van
tractar 100
ng/mL de LPS + 0,5 ng/mL de IFN-

Yy en presencia o abséncia de

els cocultius amb

crisina. El tractament amb
LPS/IFN-y

d'aproximadament el 30% de les

va induir la mort
neurones (figura 46 A-B i E), i
aquest no va tenir efecte en
abséncia de BV2 (figura 46 E). La
neurotoxicitat s'acompanya d'un

augment de la produccié de NO i

TNF-a (figura 46 F-G). El
pretractament amb crisina va
inhibir practicament del tot Ia

neurotoxicitat, aixi com l'augment
de produccié de NO i TNF-a. Per
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tant els resultats observats als cocultius de neurones i BV2 eren comparables als

observats a cocultius de neurones i microglia primaria.

4.2.5 LA CRISINA INHIBEIX C/EBP5, PERO NO TE EFECTE SOBRE
C/EBPB, C/EBPa NI NF-kB/p65.

Per confirmar les dades obtingudes per immunocitoquimica a cultius primaris, on
s'havia observat que la crisina inhibia I'expressié al nucli de C/EBPd perd no de
C/EBPB ni NF-kB/p65, es van realitzar western blots de proteines nuclears per a
aquests tres factors de transcripci6. Les cél-lules BV2 es van tractar amb 100 ng/mL
de LPS + 0,5 ng/mL de IFN-y en preséncia o abséncia de crisina. Quatre hores
després del tractament es van avaluar els nivells d'expressié nuclear de NF-kB/p65,
C/EBPB i C/EBPS. El tractament va induir un augment d'expressié dels 3 factors de
transcripcié (figura 47 A-C). Tal com s'havia observat per immunofluorescéncia a
cultius primaris, el pretractament amb crisina no va tenir cap efecte sobre I'expressio
de NF-xB/p65 ni C/EBP, perd va induir una forta inhibicié de I'expressié de C/EBPS.
Per estudiar si la regulaci6 de la crisina sobre C/EBP3 es produia a nivell
transcripcional o posttranscripcional, es va estudiar I'expressié del mMRNA de C/EBPS.
Aixi, es va realitzar PCR en temps real en cél-lules BV2 tractades amb 100 ng/mL de
LPS + 0,5 ng/mL de IFN-y en preséncia o abséncia de crisina. L’expressiéo del mRNA
es va determinar a les 3 h del tractament, en qué els nivells de mRNA per C/EBPS sén
maxims (Ejarque-Ortiz i cols. 2010). El tractament amb LPS/IFN-y va induir una pujada

del mRNA de C/EBP9, efecte que es va inhibir al pretractar amb crisina (figura 47 D).
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Fig. 47 Efecte de la crisina (Ch) sobre I'expressié nuclear de NF-xB/p65 (A), C/EBPB-LAP
(B) i C/EBPS (C) a cel-lules BV2 control, tractades amb LPS/IFN-y o amb Ch+LPS/IFN-y
durant 4 h. Les imatges mostren western blots representatius. (D) efecte de la Ch en
l'expressio de mRNA de C/EBPd 3 h després de tractar amb LPS/IFN-y. Les barres
representen l'error estandard de la mitiana d'entre 3 i 4 experiments. *p < 0,05, **p < 0,01 i
***n < 0,001 vs C; ##p < 0,01 i ###p < 0,001 vs LPS/IFN-y. ANOVA d’un factor seguida del
test de Newman-Keuls.
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El fet que la crisina no mostrés un efecte sobre expressid nuclear de C/EBPB i NF-

kB/p65 no permetia descartar una implicacié d'aquests factors de transcripcié en el
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Fig. 48 Efecte de la crisina (Ch) sobre la unié al DNA de
NF-xB/p65 (A), C/EBPB (B) i C/EBPS (C) en cel-lules BV2
control, tractades amb LPS/IFN-y i amb Ch+LPS/IFN-y
durant 4 h. Les barres representen l'error estandard de la
mitjiana d'entre 3 i 5 experiments. *p < 0.05 i **p < 0.01,
***p < 0.001 vs C; #p < 0.05 vs LPS/IFN- y. ANOVA d’un
factor seguida del test de Newman-Keuls.

mecanisme d'accié de la crisina, ja
que aquesta podria estar alterant
I'activitat dels factors de
transcripcié sense variar-ne els
nivells d'expressié. Per avaluar
aquest possible efecte, es va
determinar la unié6 de NF-xB/p65,
C/EBPB i C/EBPS a seqléncies de
DNA especifigues per a cada
familia de factors de transcripcio a
les diferents situacions
experimentals mitjangant un assaig
d'unié al DNA. Les ceél-lules BV2 es
van tractar amb 100 ng/mL de LPS
+ 0,5 ng/mL de IFN-y en preséncia
o abséncia de crisina. L'activitat
d'unié al DNA dels tres factors de
transcripci6 es va avaluar 4 h
després del tractament. El
tractament amb LPS/IFN-y va
induir un augment significatiu en la
uni6 al DNA de NF-xB/p65 i

C/EBPS, i C/EBPB també mostra
una tendéncia a augmentar. El
pretractament amb crisina no va
inhibir la unié6 de NF-kB/p65 ni
C/EBP al DNA, perdo si que va
inhibir significativament la uni6é al
DNA de C/EBPS (figura 48).

143



RESULTATS

C/EBPa és, juntament amb C/EBPR i C/EBPJ, un dels C/EBPs que juga un paper en
I'activacid de la microglia. La seva regulacioé en resposta a estimuls proinflamatoris in
vitro és diferent a la de C/EBPB i C/EBPS. ElI C/EBPa es troba constitutivament
expressat al nucli de la microglia, i en resposta a un estimul proinflamatori es produeix
una baixada en la seva expressié nuclear. Per descartar un efecte de la crisina sobre
C/EBPa, és a dir, una inhibici6 de la baixada dels nivells de C/EBPo nuclear en
resposta al tractament, es va determinar I'expressié de C/EBPa. Per fer-ho es van

realitzar western blots d’extractes de proteines nuclears de cél-lules BV2 tractades
amb 100 ng/mL de LPS + 0,5 ng/mL de IFN-y en preséncia o abséncia de crisina. Els

nivells nuclears de C/EBPa es van mesurar 8 h després del tractament, temps al que
ja s’observa la baixada de C/EBPa en resposta al tractament. El tractament amb
LPS/IFNy va induir una baixada de C/EBPa-p30, efecte que no es va revertir amb el
pretractament amb crisina (figura 49). L’expressio de C/EBPo-p42 va respondre de la

mateixa manera (dades no mostrades).

C/EBPo—p30 expression
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Figura 49. Expressio nuclear de C/EBPa-p30 a cultius de BV2 en situacié control, 8 h després de
tractar amb LPS/IFN-y o després de 1 h de pretractament amb crisina (Ch) seguit de 8 h de
tractament amb LPS/IFN-y. Les barres representen l'error estandard de la mitjiana de 3 experiments.
*p<0,05 vs C. ANOVA d'’un factor seguida del test de Newman-Keuls. La imatge mostra un western
blot representatiu.
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4.2.6 LA CRISINA INHIBEIX C/EBP5 EN COCULTIUS DE NEURONES I
MICROGLIA PRIMARIA

A continuacié es va voler estudiar si la crisina inhibia C/EBPd també al model de
cocultiu de neurones corticals i microglia primaria, on s’havia observat I'efecte
neuroprotector de la crisina. En aquest cas no es podien usar técniques com la PCR o
el western blot, ja que els C/EBPs s’expressen també a astrocits i neurones i ens
hauria estat impossible discriminar I'efecte de la crisina sobre la microglia de I'efecte
sobre els altres tipus cel-lulars. Aixi, I'expressié proteica de C/EBPS es va avaluar
mitjangant una doble immunofluorescéncia per a C/EBPS i CD11b (marcador de
microglia) en cocultius tractats durant 4 h amb 100 ng/mL de LPS + 0,5 ng/mL de IFN-
Yy en preséncia o abséncia de crisina. El tractament amb LPS/IFN-y va induir una
pujada en l'expressid de C/EBPJ en les cél-lules de la microglia i aquesta pujada

s'inhibi al pretractar amb crisina (figura 50).

Figura 50. Efecte del pretractament amb crisina (Ch) en
l'expressio de C/EBPS a cocultius de neurona i microglia
primaria. Immunofluorescencia doble per C/EBPS (en vermell) i
CD11b (en verd) en cocultius control (A), tractats amb LPS/IFN-
y (B, amb Ch (C) o amb Ch+LPS/IFN-y (D). La

immunofluorescéncia es va realitzar 4 h després del tractament
amb LPS/IFN-y. La barra representa 30 um.
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4.2.7 LA MANCA DE C/EBPB | C/EBP3 TE EFECTES NEUROPROTECTORS

Per confirmar el paper de C/EBPS en l'activacié glial i la neurotoxicitat induida per la

glia activada, es van utilitzar cél-lules de microglia primaria de ratolins deficients en
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Figura 51. (A) Produccié de NO a microglia primaria
no deficient o deficient en C/EBPJS 24 h després de
tractar amb LPS/IFN-y. (B) Viabilitat neuronal i (C)
produccio de NO en cocultius de neurones no
deficients i microglia no deficient o deficient en
C/EBP6, en situacié control o després de 48 h de
tractament amb LPS/IFN-y. Les barres representen
l'error estandard de la mitiana d’entre 3 i 4
experiments. *p<0,05 i ***p<0,01 vs C #p<0,05 vs
WT LPS/IFN-y. ANOVA de dos factors seguida del
test de Bonferroni.

C/EBPS. Es van realitzar cultius
primaris de microglia no deficient i
deficient en C/EBPS, que es van

tractar durant 24 h amb 100
ng/mL de LPS + 30 ng/mL de
IFN-y. L’augment en la producci6
de NO induit pel tractament va
ser significativament inferior als
cultius deficients que als cultius
no deficients (figura 51 A). Per
confirmar el paper de C/EBPd en
la neurotoxicitat induida per
activacio glial, es van realitzar en
paral-lel cocultius de neurona i
microglia no deficient i cocultius

de neurones no deficients amb

microglia primaria de ratolins
deficients en C/EBPS. Als
cocultius amb  microglia no

deficient el tractament amb 100
ng/mL de LPS + 30 ng/mL de

IFN-y va induir una mort
d'aproximadament 40% de les
neurones, mentre que als

cocultius amb microglia deficient
per a C/EBP®S el tractament no va
causar mort neuronal (figura 51
B). En els cocultius perd, aquesta
inhibici6 de la neurotoxicitat no
s'acompanya d'una inhibicié en la
produccié de NO (figura 51 C).
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Per confirmar la implicacié del C/EBPS en el mecanisme d’accié de la crisina, es van
tractar cocultius de neurones i microglia no deficient o deficient per a C/EBPS amb 100
ng/mL de LPS + 30 ng/mL de IFN-y en preséncia o abséncia de crisina durant48 h i es
va mesurar la produccié de NO. Com ja s’havia observat, la producci6 de NO en
resposta a LPS/IFN-y augmenta tant en cocultius amb microglia no deficient com amb
microglia deficient, sense diferéncies significatives. El pretractament amb crisina va
inhibir significativament la produccié de NO als cocultius amb microglia no deficient,

perd no als cocultius amb microglia deficient per a C/EBPS (figura 52).

NO production in co-cultures
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Figura 52. Produccié de NO a cocultius de neurones i microglia no deficient o
deficient en C/EBPJ tractats amb LPS/IFN-y en presencia o abséncia de crisina
(Ch). La produccié de NO es va mesurar 48 h després del tractament amb
LPS/IFN-y. Les barres representen l'error estandard de la mitjana. **p<0,01, i
***n<0,001 vs C; ##p<0,01 vs LPS/IFN-y. ANOVA de dos factors seguida del test
de Bonferroni.

El C/EBPf esta implicat en la regulacié de l'activacié de la microglia i és per tant
interessant conéixer el seu paper en la neurotoxicitat induida per activacié microglial.
Donat que els estudis amb crisina no van mostrar un efecte d'aquesta moléecula sobre
C/EBPf, i que no es coneixen inhibidors farmacolodgics, per poder estudiar I'efecte de
la seva inhibici6 vam usar cultius de microglia deficient en C/EBPB. Cocultius de
neurones amb microglia no deficient i cocultius amb microglia deficient en C/EBPJ van
ser tractats amb 100 ng/mL de LPS + 30 ng/mL de IFN-y. Mentre que als cocultius
amb microglia no deficient el tractament va induir una mort d'aproximadament el 50%
de les neurones, als cocultius amb microglia deficient la mort neuronal va ser inexistent
(figura 53 A-E). Aquesta péerdua de la capacitat neurotoxica de la microglia deficient

s'acompanya d'una produccié de NO significativament menor (figura 53 F).
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Figura 53. Cocultius de neurones i microglia deficient en
C/EBPB. Marcatge amb MAP2 a  cocultius amb
micrpoglia no deficient (A-B) i deficient en C/EBPS (C-D)
en situacié control (A i C) o després de tractar 48 h amb
LPS/IFN-y (B i D). La barra representa 100 um. (E)
Avaluacié de la viabilitat neuronal. (F) Produccié de NO
en totes les condicions. Les barres representen l'error
estandard de la mitjana de 5 experiments. *p<0.05,**
p<0.01, ***p<0.001 vs C; #p<0.05 vs WT LPS/IFN-y.
ANOVA de dos factors seguida del test de Bonferroni.
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DISCUSSIO

C/EBPS esta implicat en el mecanisme d’accié de la crisina sobre la microglia activada
La crisina forma part de la familia de compostos dels flavonoides. Aquests compostos
tenen efectes antioxidants i antiinflamatoris (revisat a Vafeiadou i cols. 2007). Alguns
treballs també han descrit un efecte neuroprotector d’alguns flavonoides (Wang i cols.
2002; Li i cols. 2005; Zheng i cols. 2008). En aquest capitol presentem resultats que
demostren que la crisina té efecte antiinflamatori sobre les cél-lules microglials en
cultiu, inhibint la iINOS, la produccié de NO i TNF-a pero sense inhibir I'expressio de
COX-2. A més, descrivim per primera vegada que la crisina té efecte neuroprotector, ja
que inhibeix la neurotoxicitat induida per activacié microglial, i demostrem també per
primera vegada la implicacié de C/EBPS en el mecanisme d’accié de la crisina.

Els nostres resultats indiquen que els efectes antiinflamatoris i neuroprotectors de la
crisina estan mediats, si més no en part, per la inhibici6 de C/EBPS. L'efecte de la
crisina és molt rapid (a 3 h ja hi ha inhibicié de la induccié del mRNA en resposta al
LPS/IFN-y, el que suggereix que es tracta d'un efecte directe de la crisina sobre els

factors de transcripcié encarregats de la regulacié de C/EBPS o sobre I'estabilitat del
mRNA de C/EBPS. El promotor de C/EBPS conté llocs d'unié per a CREB, NFkKB i

STAT3 que indueixen la pujada inicial del mRNA de C/EBP® en resposta a un estimul
proinflamatori, aixi com llocs d'uni6 per a C/EBPs que jugarien un paper
d'autoregulacioé en una resposta més tardana (Yamada i cols. 1998; Liu i cols. 2007).
Woo i cols. (2005) van estudiar el mecanisme d'acci6 de crisina a cél-lules RAW 264.7
(linia murina de macrofags) i no van trobar cap efecte d'aquesta molécula sobre
CREB. Pel que fa a STATS3, tot i que no hi ha dades al respecte en microglia o
macrofags, un estudi recent realitzat en céllules de venes umbilicals humanes
demostra que el tractament amb crisina inhibeix l'efecte angiogenic de la IL-6
mitjancgant la inhibicié de la fosforilaci6é i uni6 al DNA de STAT3 (Lin i cols. 2010).
Aquest factor de transcripcié doncs, podria ser un bon candidat per mediar I'efecte
inhibitori de crisina sobre C/EBPd. Aquesta inhibici6 a més, evitaria l'increment en
I'expressié de C/EBP® que es dbéna per autoregulacié. Un altre factor que s'ha
involucrat recentment en el mecanisme d'accié de la crisina és el AhR (de l'anglés
"Aryl hydrocarbon Receptor"). Aquest receptor es troba implicat en la inhibicié de la
resposta inflamatoria (Sekine i cols. 2009) i la crisina pot modular la seva activitat,
funcionant com a agonista o antagonista (Zhang i cols. 2003; Van der Heiden i cols.
2009). Es desconeixen les vies de transducci6 que s'activen quan la crisina
interacciona amb AhR, pero els nostres resultats suggereixen que C/EBPS hi podria

estar implicat.
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En el nostre model, I'efecte de la crisina sobre els C/EBPs sembla ser especific per a
C/EBP®. Tot i que Woo i cols. (2005) van descriure que la crisina inhibia la unié de
C/EBP al DNA en macrofags RAW 264.7, en el nostre model no hem observat un
efecte inhibitori de la crisina sobre C/EBP, ni en I'expressié nuclear de la proteina ni
en la unié al DNA. Aquestes diferéncies poden ser degudes al tractament, ja que el
treball de Woo i cols. esta fet usant LPS 50 ng/mL mentre que nosaltres hem usat LPS
100 ng/mL en combinacié amb IFN-y. Pel que fa a C/EBPa (l'altre C/EBP majoritari al
SNC juntament amb C/EBPB i C/EBP®&) els nostres resultats demostren que el

pretractament amb crisina no varia els nivells d'expressié nuclear de C/EBPa.

Els resultats d’aquesta tesi suggereixen que la inhibici6 de C/EBPd pot ser un dels
principals mecanismes d'accioé de la crisina. En primer lloc, demostrem que la crisina
inhibeix C/EBPS pero no té efecte sobre C/EBPa, C/EBPB ni NF-xB/p65. En segon
lloc, els resultats obtinguts en microglia deficient en C/EBPS van en el mateix sentit
que els obtinguts al tractar amb crisina. A més, en abséncia de C/EBPS la crisina no
inhibeix la produccié de NO. Tot i aixd, la neuroproteccié observada al tractar amb
crisina és major que la que s’observa en abséncia de C/EBPS, el que indicaria que una

part de I'efecte de la crisina és independent de C/EBPS.

La inhibicié dels C/EBPs té efectes antiinflamatoris

La inhibici6 dels C/EBPs (al tractar amb crisina o utilitzant microglia de ratolins
deficients en C/EBPf o C/EBPS) inhibeix parcialment el patré proinflamatori induit pel
tractament de LPS/IFN-y, produint una baixada en la produccié de NO. A més, el
pretractament amb crisina inhibeix la produccié de TNF-o a les 24 h primeres hores,
tot i que aquesta inhibicid es perd a les 48 h. L'expressio de COX-2 en canvi no pateix
canvis en resposta a la crisina. Aquests resultats poden explicar-se per un paper
diferent dels C/EBPs, i en especial C/EBPJ, en la regulacié de iNOS, TNF-a i COX-2.
Els nostres resultats suggereixen que C/EBP i C/EBPS juguen un paper fonamental
en la regulacié de la iINOS, ja que la seva manca inhibeix la produccié de NO a la
microglia a tots els temps avaluats. Pel que fa al TNF-o, la crisina inhibeix la seva
alliberacio a les 24 h, perd aquest efecte es perd a les 48 h. Aixd suggereix que el
C/EBPS juga un paper en la regulacié de TNF-a a la resposta inicial d'aquesta citocina
al tractament, perd que no és tan important en la seva regulacié posterior. A cocultius
de neurones i microglia primaria la produccié de TNF-o induida pel tractament és molt

superior a les 48 h que a les 24 h, mentre que aquest efecte no s'observa a cultius
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enriquits de microglia. Aquest efecte pot ser degut a la preséncia de neurones i
sobretot astrocits; com s’ha discutit en I'apartat 4.1, en resposta a un estimul
proinflamatori els astrocits secreten TNF-a i @ més poden incrementar la secreci6
microglial de citocines proinflamatories. En el cas de la COX-2, aquesta no es troba
inhibida per crisina. Diversos treballs mostren una implicacié dels C/EBPs en la
regulaci6 d'aquest enzim (Wadleigh i cols. 2000; Caivano i cols. 2001), i suggereixen la
importancia de la coordinacié de C/EBPB i C/EBP® tant per I'expressié basal com per a
la induccié de l'expressié i manteniment d'aquesta en resposta a LPS. El nostre grup
va demostrar que en cél-lules de la microglia C/EBPS s'uneix al promotor de COX-2 al
tractar les cél-lules amb LPS, i que C/EBP& forma dimers amb C/EBP (Ejarque-Ortiz i
cols. 2010). La crisina no inhibeix ni I'expressié ni I'activitat de C/EBPB al nostre
model, i aquesta podria ser una de les raons per les quals la crisina no inhibeix COX-2,
donada la importancia de C/EBPf en la regulacié d'aquest enzim. Tot i que C/EBPS
pot unir-se al promotor de COX-2, en abséncia de C/EBPJ, C/EBPJ podria jugar un

paper compensatori.

La inhibicié dels C/EBPs té efectes neuroprotectors

Els resultats obtinguts tant pretractant amb crisina com utilitzant microglia deficient en
C/EBPB o C/EBP& demostren la importancia dels C/EBPs en la neurotoxicitat induida
per activacio glial. Amb els tres models experimentals s’observa que la manca de
C/EBPp o C/EBPS a la microglia és suficient per inhibir la neurotoxicitat induida pel
tractament dels cocultius amb LPS/IFN-y. Com s’ha discutit en I'apartat 4.1 dels
resultats, al nostre model de neurotoxicitat hi juga un paper molt important la produccio
de NO. Tant el pretractament amb crisina com la manca de C/EBPf inhibeixen la
produccié de NO als cocultius, i aixd comporta una menor neurotoxicitat. En el cas de
la microglia deficient per a C/EBPJ, aquesta inhibicidé de la produccié de NO es dona
en cultius enriquits en microglia (figura 53) i en cultius mixtes de glia (dades no
mostrades). En canvi, en cocultius de neurones i microglia deficient per a C/EBPJ, no
hi ha inhibicié de la produccié de NO (hi ha una tendéncia que s’observa en tots els
cocultius avaluats, perdo que no és significativa). Aquesta manca d’efecte pot ser
causada per la preséncia d’astrocits no deficients, ja que la preséncia d’astrocits
potencia la produccié de NO per part de la microglia (Sola i cols. 2002). Aixi, en cultius
enriquits en microglia la manca de C/EBPS inhibiria la produccié de NO i en cultius de

glia mixta deficient C/EBP& la micrdglia produiria menys NO i els astrocits, al no tenir

tampoc C/EBPS no potenciarien aquesta produccié. En canvi, als cocultius de neurona
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i microglia deficient la microglia produiria menys NO, perd com els astrocits sén no
deficients, potenciarien aquesta produccié fins practicament equiparar-la a la d’un
cocultiu no deficient. En aquest context en el que no tenim inhibici6 de NO si que
s’observa una neuroproteccio, fet que podria semblar sorprenent tenint en compte que
en el nostre model de neurotoxicitat el NO és el principal mediador de mort neuronal.
Diversos treballs demostren que el NO es combina amb I'ié6 superoxid per produir
peroxinitrit, i que és aquest radical el que té un potent efecte neurotoxic (revisat a
Minguetti i Levi, 1998 i Vafeiadou i cols. 2007). C/EBPS regula I'expressié de NOX-1
(Maitra i cols. 2009), el complex enzimatic que sintetitza I'ié superodxid. Aixi doncs, pot
ser que la microglia deficient per a C/EBPS produeixi menys i6 superoxid comportant
una menor produccié de peroxinitrit, i per tant una menor toxicitat, tal com s’observa en

els cocultius.

En resum, els nostres resultats demostren que la inhibici6 de C/EBP o C/EBPS té un
efecte antiinflamatori i neuroprotector. Aquests efectes posen de manifest la
rellevancia dels C/EBPs en l'activacié de la microglia i la neurotoxicitat associada i
assenyalen els C/EBPs com a una diana addicional a tenir en compte pel tractament

de les malalties neurodegeneratives.
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4.3 REGULACIO DE CD200 | MODULACIO DE LA
SENYALITZACIO CD200-CD200R

INTRODUCCIO

Al SNC en condicions basals s'expressen de forma constitutiva una série de senyals
inhibidors que mantenen a la microglia en estat de repds. Dins d'aquests senyals
trobem la parella lligand-receptor CD200-CD200R, que s'expressen a les neurones i la
microglia  respectivament.  Diversos freballs han demostrat Ila  funcid
immunomoduladora d’aquesta senyalitzaci6é fora del SNC. L’activacié de la microglia
amb un fenotip proinflamatori es pot inhibir usant com a minim dues estratégies: la
inhibicié dels factors proinflamatoris que s'han produit en resposta a Il'activacio
microglial o la potenciacié dels mecanismes inhibidors de l'activacié. Si en I'anterior
capitol s’ha usat la primera estratégia, inhibint els C/EBPs, en aquest capitol s'estudia
com inhibir I'activacié proinflamatoria de la microglia mitjancant la modulacié de la
senyalitzaci6 CD200-CD200R.

Es coneix poc sobre la regulaci6 de l'expressi6 de CD200 i CD200R, i de com
I'activacié de la senyalitzaci6 CD200-CD200R inhibeix el fenotip inflamatori de la
microglia. Aquest capitol de resultats es centra en avaluar si la preséncia de mort
neuronal, tant apoptotica com necroética, o d’estimuls pro o antiinflamatoris regulen
I'expressié de CD200 a les neurones. A més, s'estudia el paper de la senyalitzacié
CD200-CD200R en la neuroinflamacidé, més concretament en la neurotoxicitat induida

per activacié microglial.

En aquest capitol s’usen diversos models experimentals. En primer lloc, dos models de
mort neuronal, un de mort apoptotica induida per estaurosporina i un de mort
excitotdxica (necrotica) induida per glutamat, i es mostren resultats tant de la posta a
punt com de la caracteritzacié. En segon lloc es mostren dos models de cocultiu de
microglia primaria amb neurones apoptotiques o necrotiques, on s’estudia també
I'efecte de la I'apoptosi i la necrosi neuronal sobre la viabilitat de la microglia. A més,
es presenten resultats preliminars referents a I'efecte d'estimuls pro i antiinflamatoris a
I'expressié de CD200 i a I'efecte de modular la senyalitzacié6 CD200-CD200R sobre la

neurotoxicitat induida per activacié microglial.
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4.31 POSTA A PUNT D’UN MODEL DE MORT APOPTOTICA | D’UN
MODEL DE MORT PER EXCITOTOXICITAT (NECR()TICA)

En aquest estudi es van posar a punt dos models de mort neuronal: un model de mort
apoptotica induida amb estaurosporina i un de mort excitotoxica (necrotica) induida
amb glutamat. Posteriorment es volien realitzar estudis utilitzant cocultius de neurones
necrotiques o apoptotiques i microglia primaria. Donat que aquests dos agents toxics
podien tenir un efecte no només sobre les neurones sind també sobre la microglia,
calia establir unes condicions de treball amb les que es poguessin tractar les
neurones, i eliminar l'estimul toxic abans de sembrar-hi la microglia. Aixd es va
aconseguir reemplagant temporalment (durant 1 h) el medi de cultiu de les neurones
per solucié de Hanks i afegint el tractament en aquesta solucié. Seguidament, després
d’'un rentat amb solucié de Hanks, es torna a posar el medi de cultiu neuronal. Per
descartar un efecte toxic per se d'aquest procediment (ja que les neurones sén molt
sensibles a canvis de medi), neurones control es van processar seguint aquest
protocol perd sense estaurosporina ni glutamat, i es va comparar la viabilitat
d'aquestes neurones amb la de neurones a les que no s'havia realitzat cap canvi de
medi. Com indica la figura 54, no es van observar diferéncies entre aquestes dues

condicions, i per tant el protocol de tractament no induia un efecte neurotoxic per se.

Neuronal viability
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Figura 54 Viabilitat neuronal a cultius de neurones
control (Hanks -) o cultius als que s’ha substituit durant
1h el medi de cultiu per solucié de Hanks (Hanks +). Les
barres representen l'error estandard de la mitjana de 4
experiments. Test de la t de Student amb dades
aparellades.
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El primer pas va ser avaluar l'efecte del tractament amb estaurosporina o glutamat
sobre la viabilitat neuronal, per determinar la magnitud i el patré temporal de la mort
neuronal en ambdos models. Per tal efecte es van tractar cultius neuronals en solucié
de Hanks durant 1 h amb estaurosporina 1 yM o glutamat 5 mMi2 h, 4 h,8h o 24 h
després es va avaluar la viabilitat neuronal. El tractament amb estaurosporina va
mostrar una tendéncia a disminuir la viabilitat neuronal 8 h després del tractament,
perd no va ser fins a les 24 h que aquest efecte va esdevenir significatiu, induint
aproximadament un 40% de mort neuronal (figura 55 A). El tractament amb glutamat
va produir una resposta similar: a les 8 h va haver una tendéncia en l'efecte
neurotoxic, i a 24 h l'efecte va ser significatiu, induint una mort d'aproximadament el

50% de les neurones (figura 55 B).
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Figura 55. Avaluacio de la viabilitat neuronal després de tractar un cultiu de neurones corticals
durant 2 h, 4 h, 8 h o 24 h amb estaurosporina 1 uM (A) o glutamat 5 mM (B). Les barres
representen l'error estandard de la mitjiana de 4 experiments. *p<0,05i **p<0,01 vs C. ANOVA d’un
factor sequida del test de Neuman-Keuls.

Seguidament es va caracteritzar el patré6 de mort induit per cada un dels factors
neurotoxics. Per fer-ho es va avaluar I'expressié de marcadors classics d'apoptosi: la
fragmentacié de la cromatina formant els anomenats "cossos apoptotics” i I'expressio
de caspassa 3 activada (proteolitzada). Primer es va caracteritzar la morfologia nuclear
mitjangant una tincié de Hoechst 33258 24 h després de tractar amb estaurosporina o
glutamat. En resposta als dos tractaments es van observar ceéllules amb una
condensacié de la cromatina, que indicava mort cel-lular, perd només l'estaurosporina
va induir la formaci6 de cossos apoptotics (figura 56 A, panell central). Seguidament es
va avaluar la preséncia de caspassa 3 activada mitjangcant immunofluorescéncia. Com
mostra la figura 56 B, només s'observa caspassa 3 activada a les neurones tractades
amb estaurosporina, perd no a les tractades amb glutamat. Aquests resultats es van

confirmar per western blot. El tractament amb estaurosporina va induir un augment de
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Hoechst staining
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Figura 56. (A) Tincié nuclear amb Hoechst 33258 en cultius neuronals control i 24 h després de
tractar amb estaurosporina (St) o glutamat (Glu). La barra és representativa de 10 um (requadre
superior) o 50 um. (B) Immunofluorescencia de caspassa 3 en cultius neuronals control i 24 h
després de tractar amb estaurosporina o glutamat. La barra representa 50 um. Expressio de
caspassa 3 a cultius neuronals en situacié control i 8 h o 24 h després de tractar amb
estaurosporina (C) o glutamat (D). Les barres representen l'error estandard de la mitjana de 4

experiments. *p<0,05 vs C. ANOVA d’un factor sequida del test de Newman-Keuls. (E) Imatge
d’un western blot representatiu.
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I'expressié de la caspassa 3 activada que ja era observable a 8 h perd no va esdevenir
significatiu fins les 24 h, mentre que el glutamat en canvi no va induir canvis en
I'expressié de la caspassa 3 activada (figura 56 C-E). Aixi doncs I'estaurosporina pero

no el glutamat va induir mort apoptotica.

4.3.2 EXPRESSIO DE CD200 EN RESPOSTA A LA MORT NEURONAL

Donat que els nostres cultius contenien un 16% d’astrocits, abans d’avaluar I'efecte de
la mort neuronal en I'expressiéo de CD200, vam voler comprovar que aquesta proteina
nomeés s’expressa a les neurones, i que per tant la preséncia dels astrocits no
interferiria en el resultat. Per fer-ho vam realitzar dobles marcatges CD200/MAP2
(marcador neuronal) i CD200/GFAP (marcador d’astrocits) en cultius control. Com
mostra la figura 57, el marcatge de CD200 col-localitzava amb MAP2, i no amb GFAP,

per tant als nostres cocultius CD200 s'expressa només a neurones.

Figura 57. Immunofluorescéencia de cultius controls de neurona-astrocit de 5 DIV. Fila superior: doble
immunofluorescencia per CD200 (vermell) i el marcador neuronal MAP2 (verd), i la combinacioé
d’ambdés marcatges (merge). Fila inferior: doble immunofluorescéncia per CD200 (vermell) i el
marcador d’astrocits MAP2 (verd), i la combinacié d’ambddés marcatges (merge). La barra representa 30

um.

La mort per apoptosi s’ha descrit classicament com una mort “neta” que no allibera
factors intracel-lulars al medi i que per tant no indueix una activacié proinflamatoéria de
les cél-lules immunoldgiques, sind que aquestes fagociten les cél-lules apoptotiques
sense activar-se (Witting i cols. 2000; De Simone i cols. 2004). La mort necrotica en
canvi es produeix de forma sobtada i sovint implica l'alliberament del contingut
intracel-lular al medi, desencadenant una resposta inflamatoria. La senyalitzaci6
CD200-CD200R té un paper immunomodulador, evitant una activaciéo del sistema

immunitari en resposta a estimuls fisiologics. Per aixd ens vam plantejar que el CD200
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podia modular la resposta de la microglia a la mort apoptotica, inhibint la seva

activacio. Aixi, esperariem que I'expressid de CD200 augmentés en les cél-lules

apoptotiques perd no en les necrotiques. Per testar aquesta hipotesi es va realitzar un

primer estudi de I'expressi6 proteica de CD200 en condicions control i en resposta a

un estimul neurotoxic.
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Figura 58. Immunofuorescéncia de CD200 (en vermell) i
MAP2 (en verd) de cultius neuronals control | 24 h
després de tractar amb estaurosporina 1 uM (A) o
glutamat 5mM (B). Les barres representen 100 um.

Aixi, es va realitzar una
doble immunofluorescéncia
CD200/MAP2  de cultius
neuronals en situacio
control o 24h després de
tractar amb estaurosporina
o] glutamat. Aquest
experiment va mostrar que
el marcatge de CD200 es
mantenia o fins i tot
augmentava lleugerament
en resposta a la mort
neuronal, mentre que el
marcatge amb MAP2
(proteina que vam utilitzar
per estimar la viabilitat
neuronal) disminuia (figura
58).
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Per estudiar de forma més quantitativa si la mort apoptotica i necrotica modulaven de

forma diferent I'expressio proteica de CD200, es van avaluar els nivells d’expressi6

d’aquesta proteina mitjangant western blot. Es van avaluar dos temps: 8 h, temps en el

que encara no hi havia mort significativa i per tant era possible que es donés sintesi

proteica, i 24 h, temps al que véiem mort neuronal significativa. En condicions control,

tal com esperavem, hi ha una expressié basal de CD200 a les neurones (figura 59). El

tractament amb estaurosporina va induir un increment de I'expressié del CD200 a les

24 h, en canvi no s'observa efecte a les 8 h (figura 59 A). El tractament amb glutamat

va tenir un efecte similar, augmentant I'expressié de CD200 a les 24 h perd no a les 8

h (figura 59 B). Aixi, tant la mort apoptotica com la mort necrotica van induir un

increment en I'expressié de CD200.
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Figura 59. Expressié de CD200 a cultius neuronals en situacio control, 8 h i 24 h després de tractar
amb estaurosporina (A) o glutamat (B). Les barres representen l'error estandard de la mitjana de 4
experiments. *p<0,05 vs C. ANOVA d’un factor seguida del test de Newman-Keuls. Les imatges

mostren western blots representatius.
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4.3.3 LES NEURONES TRACTADES AMB ESTAUROSPORINA |
GLUTAMAT TENEN DIFERENT EFECTE SOBRE LA VIABILITAT DE LA
MICROGLIA

Per tal d’avaluar si 'augment de CD200 induit per la mort neuronal, tant apoptotica
com necrotica, tenia un efecte inhibitori sobre I'activacid de la microglia, ens vam
plantejar posar a punt un model de cocultiu de neurones apoptodtiques o necrotiques
sobre les que es sembraria microglia primaria que posteriorment s’activaria amb
LPS/IFN-y. Per fer-ho es va sembrar la microglia sobre cultius de neurones tractades

amb estaurosporina o glutamat. Per avaluar I'estat del cocultiu 48 h després del
sembrat de la microglia es va realitzar una immunocitoquimica per a CD11b, un
marcador microglial. En els cocultius control s’observa un marcatge homogeni per tot
el camp que mostra la microglia amb fenotip no activat (figura 60 A). En els cocultius
de microglia i neurones apoptotiques practicament no hi havia cél-lules microglials
marcades, i s’observaren restes cel-lulars (figura 60 B). Aixd no s’observa als sembrar

la microglia sobre cél-lules necrotiques (figura 60 C).

i i

Figura 60. Immunocitoquimica per a CD11b en cocultius de microglia i neurones control (A),
apoptotiques (B) i necrotiques (C). La microglia es sembra a les 24 h d'induir mort neuronal, les
imataes corresnonen a les 48 h del cocultiu. La barra renpresenta 50 um.

Per estudiar si I'efecte toxic de les neurones apoptotiques era degut a un contacte
cél-lula-cél-lula o a un factor alliberat al medi, es van tractar cultius de microglia
primaria amb medi condicionat de cultius neuronals control, tractats amb
estaurosporina o amb glutamat. El medi de neurones control no va induir toxicitat a la
microglia (figura 61, panells de I'esquerra). En imatges captades amb contrast de fase
s’observa com el cultiu es troba en bones condicions i no hi havia restes cel-lulars. El
marcatge amb iodur de propidi mostra poques cel-lules mortes (marcades en vermell).
Les cel-lules de microglia tractades amb medi de neurones apoptotiques (figura 61,
panells centrals) van mostrar amb contrast de fase una morfologia més vacuolada i
amb restes cel‘lulars, i el marcatge amb iodur de propi mostra un gran nombre de
cél-lules mortes, fet que demostra que el medi de les neurones apoptotiques contenia

factors toxics per a la microglia. La microglia tractada amb medi condicionat de
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neurones necrotiques en canvi mostra un aspecte similar al control, sense

practicament marcatge amb iodur de propidi (figura 61, panells de la dreta).

Control Staurosporine 1uM Glutamate 5mM

Figura 61. Cultiu de microglia priméaria resembrada tractada 24 h amb medi condicionat de
neurones corticals control i tractades 24 h amb estaurosporina 1 uM o glutamat 5 mM. Imatges a
contrast de fase (PC) o marcatge amb iodur de propidi (Pl). La barra representa 100 um.

4.3.4 LA SENYALITZACIO CD200-CD200R EN LA NEUROINFLAMACIO

La senyalitzaci6 CD200-CD200R es troba implicada en la modulacié de I'activacio de
les cél-lules mieloides (com la microglia). Es per aixd que ens vam preguntar si en el
nostre model de neurotoxicitat induida per activacié microglial CD200-CD200R podien
estar jugant un paper. En aquest apartat es presenten resultats preliminars sobre el

paper de CD200-CD200R en la neuroinflamacié.

El primer que ens vam plantejar és si estimuls pro o antiinflamatoris podien modular
I'expressio de CD200 a les neurones. Per avaluar-ho es van tractar durant 24 h cultius
de neurones amb estimuls proinflamatoris (LPS, IFN-y i la combinacié d’ambdoés) i
antiinflamatoris (IL-4 i IL-10). Com es pot observar a la figura 62, cap dels tractaments

va induir canvis significatius en I'expressié proteica de CD200.
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Figura 62. (A) Expressio de CD200 24 h després de tractar amb estimuls pro i antiinflamatoris. Les

barres representen l'error estandard de la mitiana de 3 experiments independents. ANOVA d’un
factor, p>0,05. (B) Imatge d’un western blot representatiu.

Per tan, vam comprovar que estimuls pro i antiinflamatoris no tenen efecte sobre
CD200. De tota manera, experiments fets al nostre grup mostren que al tractar
cél-lules microglials amb LPS o LPS/IFN-y hi ha una inhibicié de I'expressié del seu
receptor, CD200R.

Seguidament vam voler estudiar si I'activaci6 de CD200R podia inhibir la resposta
inflamatoria de la microglia als cocultius i en conseqiéncia reduir la neurotoxicitat
associada. No hi ha agonistes comercials de CD200R, perd Gorczynski i cols. (2008)
havien descrit que diferents fragments de CD200 podien actuar com agonistes del
CD200R. Vam fer sintetitzar un d’aquests péptids i vam tractar cocultius de neurones i
microglia primaria amb LPS/IFN-y en preséncia o abséncia d’aquest péptid agonista de
CD200R1. EI tractament amb el peptid no va inhibir la neurotoxicitat induida per
LPS/IFN-y (figura 63 A). El péptid agonista tampoc va tenir un efecte sobre la
produccié de NO induida per LPS/IFN-y (figura 63 B), que com hem demostrat té un

paper important en la induccié de neurotoxicitat al nostre model experimental.
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Figura 63. Viabilitat neuronal (A) i produccié de NO (B) en cocultius de neurones i microglia
primaria controls o tractats durant 48 h amb LPS/IFN-y en preséncia o absencia del péptid
agonista de CD200R. Les barres representen l'error estandard de la mitjiana de 3 experiments.
ANOVA d’un factor seguida del test de Newman-Keuls.
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DISCUSSIO

Posta a punt del model

En aquest capitol es presenten dos models de mort neuronal, un model de mort
apoptotica induida amb estaurosporina 1 uyM i un de mort necrotica induida amb
glutamat 5 mM. Hem caracteritzat la mort neuronal en aquests models mitjangant dos
marcadors classics d'apoptosi: la preséncia de cossos apoptotics al nucli de les
cél-lules (marcant la cromatina amb la tinci6 de Hoechst 33258) i l'activacié de
caspassa 3, caspassa efectora tant de la via extrinseca com intrinseca de les
caspasses. Malgrat que els dos tractaments indueixen un percentatge de mort similar
a les 24 h, el patr6 de mort és diferent. En el cas de I'estaurosporina presenta
caracteristiques apoptotiques ja que es detecta 'activacidé de caspassa 3 i la formacio
de cossos apoptotics (figura 56). La mort induida pel tractament amb glutamat no
presenta caracteristiques d’apoptosi, ja que no hi ha activaci6 de caspassa 3 ni
preséncia de cossos apoptotics (figura 56).

Tot i que l'apoptosi i la necrosi sén termes que s'han usat des de fa molts anys, encara
no hi ha uns patrons clars per establir si un tipus de mort és apoptotic o necrotic. Un
exemple d'aquest fet és que la condensaci6 de la cromatina (nuclis picnoétics) s'usa en
alguns treballs com a marcador de necrosi i en altres com a marcador d'apoptosi (Leon
i cols. 2009; Witting i cols. 2000). Mentre que el model d'estaurosporina és un model
classic de mort apoptotica (Koh i cols. 1995), el model de glutamat pot ser més
controvertit. En la literatura pocs treballs parlen de mort necrotica, sind que sovint es
s’anomena la mort segons el tipus d’agent toxic (excitotdxica, per estrés oxidatiu...). En
el nostre model hem usat glutamat 5 mM per induir mort neuronal. El glutamat
produeix mort per excitotoxicitat (revisat a Hara i Snyder, 2007) induint mort apoptotica
a concentracions baixes o necroética a concentracions elevades com la que fem servir

al nostre model (Ankarcrona i cols. 1995; Rubin, 1997; Nicotera i cols. 1999).

Al realitzar cocultius de microglia amb neurones apoptotiques i necrotiques es va
observar que la preséncia de neurones apoptotiques, perd no necrotiques, és toxica
per a la microglia (figura 60). Aquest efecte toxic es reprodueix al tractar microglia
primaria amb medi condicionat de neurones apoptotiques (figura 61); per tant, la
toxicitat esta mediada (si més no en part) per un factor soluble. A la literatura hi ha
alguns treballs que descriuen un efecte toxic de les neurones apoptdtiques sobre les
cél-lules immunitaries en models de dany agut, fet que s’atribueix a un mecanisme
fisioldgic per eliminar I'excés d’activacié i una resposta inflamatoria exacerbada
(Gehrmann i Banati, 1995; Kohji i Matsumoto, 2000; Kuhlmann i cols. 2001). Polazzi i
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Contestabile (2003) van estudiar I'efecte del medi condicionat de neurones cerebel-lars
apoptotiques sobre la viabilitat de la microglia, i van descriure que aquest medi
condicionat indueix apoptosi a la microglia tractada amb LPS perd no a la microglia
control. A més, van determinar que el factor soluble responsable de I'efecte toxic és de
naturalesa proteica, ja que al bullir 30 min el medi (tractament que desnaturalitza les
proteines) aquest perd el seu efecte toxic. Per esbrinar quin és aquest factor els autors
van pretractar els cultius de microglia amb anticossos bloquejants per a algunes
molécules candidates, com els factors de creixement NGF, BDNF i neurotrofina 3, per
veure si prevenien I'efecte toxic del medi condicionat de neurones apoptotiques, pero
no van observar un efecte protector en cap dels casos. Liu i cols. (2010) van descriure
que 'administracié de CD200 Fc indueix apoptosi de la microglia activada amb IFN-y.
En el nostre model el CD200 no sembla ser la molécula responsable de I'efecte toxic
del medi condicionat, ja que els nostres resultats mostren un augment de CD200 tant a
les cél-lules apoptotiques com a les necrdtiques (figura 59) perd només les cél-lules
apoptotiques indueixen mort de la microglia. Donat que I'efecte també s’observa a
microglia tractada amb medi condicionat, el factor responsable ha de ser una molécula
soluble alliberada al medi per les neurones apoptotiques perd no necrotiques. La mort
per apoptosi s’ha descrit classicament com una mort neta, en la que no s’alliberen
factors intracel-lulars al medi, tot i aix0 si les cél-lules apoptotiques no sén fagocitades
rapidament es produeix un procés de necrosi secundaria, que inclou la
permeabilitzaci6 de la membrana cel-lular i l'alliberacié al medi de components
intracel-lulars (revisat a Rock i Kono, 2008) i eleva la concentracié extracel-lular de
molécules com els neurotransmissors (Gallo i cols. 1982; Schousboe i cols. 19809;
Holopainen i Kontro, 1989), substancies que en conjunt poden induir una resposta a la

microglia.

Regulacié de CD200 i modulaci6 de la senyalitzacio CD200-CD200R

Els resultats mostren que el CD200 augmenta en els dos models de mort, apoptotica i
necrotica (figura 59). Rosenblum i cols. (2004) van descriure un augment de CD200 a
cél-lules dendritiques apoptotiques, perd aquest treball és la primera demostracio al
SNC de qué el CD200 augmenta en preséncia de mort neuronal. Classicament es
parla de que en resposta a la mort apoptotica la micrdglia s'activa amb un fenotip
antiinflamatori mentre que en resposta a una mort necrotica s'activa amb un fenotip
proinflamatori (revisat a Rock i Kono, 2008). Si la senyalitzaci6 CD200-CD200R
inhibeix l'activacié proinflamatoria de la microglia, un augment de CD200 hauria
d'induir una repressid en la resposta inflamatoria, fenomen que es déna en I'apoptosi

perd no en la necrosi. El fet que nosaltres observem una pujada de CD200 en ambdés
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tipus de mort pot indicar diverses coses. D’una banda, observacions realitzades per
immunofluorescéncia mostren que CD200 es manté tot i que les neurones estiguin
morint (figura 58). Una hipotesi és que la neurona al morir manté els nivells d’expressio
de CD200 perod que son altres molécules les que marquen la diferéncia d'activacié de
la microglia quan aquesta respon a la preséncia d'una cél-lula apoptoética o necrotica.
D'altra banda podria ser que el CD200 augmenti en ambdods condicions perd que
canvis o nivells del receptor microglial CD200R determinin la funcionalitat del sistema
CD200-CD200R en cada situacio. Es desconeix el tipus de molécules que regulen

I'expressio de CD200R, perd pot ser que hi hagi diferéncies entre apoptosi i necrosi.

Donat que la senyalitzaci6 CD200-CD200R modula I'activacié microglial, es podria
hipotetitzar que els estimuls anti i proinflamatoris que regulen I'activacioé de la microglia
també estiguin modulant aquesta senyalitzacié. Aixi, un estimul antiinflamatori com la
IL-4 o la IL-10 augmentaria I'expressi6 de CD200, el que inhibiria la resposta
inflamatoria microglial, mentre que estimuls proinflamatoris com el LPS o I'IFN-y
disminuirien I'expressié de CD200. Els nostres resultats mostren una manca de
regulacidé de l'expressio de CD200 en resposta a aquests estimuls (figura 62). A la
literatura no hi ha gaires estudis sobre lI'efecte dels estimuls pro o antiinflamatoris
sobre I'expressio de CD200, i encara menys si ho restringim al SNC; a més els
resultats publicats sdn sovint contradictoris. Pel que fa a estimuls antiinflamatoris, un
sol grup ha descrit un efecte de IL-4 sobre I'expressié de CD200. Aquests autors van
descriure que el tractament amb IL-4 indueix I'expressio proteica de CD200 tant in vivo
com jn vitro (Lyons i cols. 2007); estudis del mateix grup demostren que ratolins
deficients per a IL-4 tenen una menor expressi6 de mRNA de CD200, tot i que no
avaluen I'expressié proteica de CD200 (Lyons i cols. 2009). Pel que fa als estimuls
proinflamatoris, Chen i cols. (2009) van tractar diferents linies de cél-lules endotelials,
limfocits, macrofags i neurones i van caracteritzar-ne I'expressié del mMRNA de CD200
en condicions control o estimulades amb TNF-a i/o IFN-y. Aquest treball mostra com
I'expressi6 de CD200 augmenta en resposta al tractament a les linies cel-lulars de
limfocits T, perd no a les neurones. Masocha (2009) va realitzar un estudi in vivo
avaluant I'expressié de mRNA de CD200 i CD200R a ratolins control i tractats amb
LPS. Aquest estudi mostra un augment en I'expressié de CD200 1 dia després de
'administracié de LPS, perd un decrement 1 any post injeccié; pel que fa al CD200R,

el LPS en disminueix I'expressié tant a 1 dia com a 1 any postinjeccio.
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A més d’avaluar I'expressié proteica de CD200 en resposta a estimuls inflamatoris en
cultius neuronals, vam voler estudiar si la senyalitzaci6 CD200-CD200R esta implicada
en la mort neuronal induida per activaci6 microglial (produida per estimul
proinflamatori), usant el nostre model de cocultiu de neurona i microglia. Per fer-ho ens
vam plantejar tractar cocultius de neurona i microglia amb LPS/IFN-y en preséncia o
abséncia d’agonistes de CD200R. Donada la falta d’agonistes comercials, vam fer
sintetitzar un péptid de CD200 descrit com agonista de CD200R per Gorczynski i cols.
(2008). Aquests autors van mostrar que diferents fragments de CD200 poden
funcionar com agonistes o antagonistes de CD200R en cél-lules no microglials. En el
seu treball van tractar ratolins amb LPS i el péptid agonista per a CD200R. Al mesurar
el TNF-a al sérum dels animals van observar que el LPS induia una pujada de TNF-o
que es revertia al tractar amb el péptid; el péptid no va tenir efecte en ratolins KO per a
CD200R. Al promoure aquesta senyalitzacié, esperavem inhibir I'activacié de la
microglia, i disminuir la neurotoxicitat derivada d’aquesta activacié. Tal com mostra la
figura 63 el tractament amb el péptid no va inhibir la neurotoxicitat, ni tampoc la
produccié de NO, que com ja s’ha discutit anteriorment és un dels principals mediadors
de la neurotoxicitat al nostre model experimental. Les diferéncies observades entre els
nostres resultats i els d’aquests autors poden ser degudes a les diferéncies de model
experimental. De tota manera no es pot descartar que el péptid no estigui funcionant
en el nostre model experimental, doncs no tenim cap seguretat que el péptid estigui
activant la cascada de transduccié de senyal associada a CD200R. El problema pero
és que aquesta es coneix molt poc, i les molécules a les que se’ls ha atribuit un paper

en aquesta senyalitzacié no sén especifiques d’aquesta via.

En resum, en aquest capitol es mostren dos models de mort neuronal, un d'apoptosi
induida per estaurosporina i un de mort necrética induida per glutamat. A més, es
mostra I'efecte de diversos estimuls sobre I'expressié de CD200, demostrant que la
mort neuronal modula I'expressié de CD200 pero els estimuls pro o antiinflamatoris no

semblen tenir efecte sobre els nivells d’aquesta proteina.
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La microglia constitueix el sistema immunitari resident del SNC. Les cél-lules
microglials s’activen en resposta a una gran varietat d’estimuls per tal d’eliminar
patdgens, substancies toxiques, acumulacions proteiques extracel-lulars andmales,
etc... i retornar el SNC a 'homeodstasi. Hi ha casos perd on es produeix una activacié
microglial exacerbada o cronica, com per exemple quan I'estimul proinflamatori no es
pot eliminar (com succeeix amb les plaques d’amiloide a la malaltia d’Alzheimer). En
aquests casos l'activacié de la microglia pot desencadenar una resposta inflamatoria
que es caracteritza per la producci6é de factors que sén potencialment toxics. Aixi, un
fenomen que té normalment un efecte beneficids pot esdevenir perjudicial i empitjorar
el curs de determinades patologies (Polazzi i Contestabile, 2002; Allan i Rothwell,
2003).

L’activacio de la microglia és un procés altament regulat que pot donar lloc a diversos
patrons de resposta (Hanish i Kettenman, 2007). Conéixer els mecanismes i les
molécules implicades en la regulacié microglial és de gran importancia per tal de ser
capacos de modular-la en les patologies on es creu que la neuroinflamacio6 té un paper
nociu en el progrés de la malaltia. La inhibicié de la resposta inflamatoria de la
microglia activada es pot abordar com a minim des de dos plantejaments. D’una banda
es poden inhibir els factors que formen part d’aquesta resposta (factors de transcripcio,
enzims, receptors ...). De I'altra, es pot potenciar I'accié de les molécules que actuen
inhibint la resposta microglial. En aquesta tesi s’han abordat les dues estratégies per a
aconseguir un mateix objectiu, inhibir la sobreactivaci6 microglial que indueix
neurotoxicitat. Aixi, una part dels estudis correspon a la inhibicié dels C/EBPs, factors
de transcripcié que regulen a l'alga I'expressio de gens proinflamatoris, mentre que
una altra part correspon a la modulacié de CD200-CD200R, senyalitzaci6é implicada en

inhibir la resposta de la microglia.

Per tal d’abordar aquestes dues estratégies in vitro ens calia disposar d’'un model
d’activacié microglial, i un model de cocultiu de neurones i microglia que ens permetés
avaluar I'efecte neurotoxic d’aquesta activacié. Com a estimul proinflamatori hem usat
el tractament amb LPS combinat amb IFN-y. Aquest tractament indueix I'activacié de
diverses vies de senyalitzacié. El LPS s’uneix al receptor TLR4 activant la via de
IRAKs/TRAFs, induint d’'una banda les MAP cinasa cinasa (MKK)3 i 6, que regulen
p38. D’altra banda poden activar MKK1-2, que regulen JNK i ERK1-2. JNK, ERK i p38
s’han relacionat amb l'increment de C/EBPf i C/EBPS en resposta al LPS (Bradley

2003; Ejarque-Ortiz 2007, 2010). Per la seva banda, I'lFN-y s’uneix al receptor
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d’interfer6 activant la via JAK-2/STAT-1. STAT-1 dimeritza i transloca al nucli unint-se
a les seqliencies GAS dels promotors dels gens diana de I'lFN-y. Tot i que aquesta és
la via classica i més ben caracteritzada, en els darrers anys s’ha descrit una via
independent de STAT-1 per la qual 'lFN-y activa gens amb una sequiéncia GATE al
seu promotor (Roy i cols. 2000; Meng i cols. 2005). Aquesta via s’activa quan I'lFN-y
s’'uneix al receptor d’interfer6 activant la cascada de senyalitzaci6 de MAPKs
MEKK1/MEK1-2/ERK1-2, i aquesta darrera cinasa fosforila C/EBP induint un canvi de
conformacié que li permet unir-se a la sequéncia GATE (Hu i cols. 2001; Roy i cols.
2002; Kalvakolanu i Roy 2005). L’activaci6 tant del receptor TLR4 mediada per LPS,
com del receptor d’interferé6 mediada per I'lFN-y indueix en una primera fase I'activacio
de C/EBPp (expressat a les célllules en condicions basals) i també de factors de
transcripcié de les families AP-1 i NF-kB entre d’altres. Aquests factors de transcripcié
s’uneixen als promotors de gens proinflamatoris com IL-6, IL-18, TNF-c;, INOS i COX-2
activant-ne la transcripcié. La resposta inflamatdria desencadenada indueix una
segona onada d’activacié dels C/EBPs, en la que es sintetitzen de novo C/EBPp i
C/EBPJ. En aquesta segona onada hi juga un paper important el C/EBPf ja existent,

donat que els promotors de C/EBPs tenen seqiiéncies d’'uni6 C/EBP per autoregular-
se. Els C/EBPs sintetitzats de novo es poden unir al promotor de gens préviament
activats per mantenir-ne i reforcar-ne I'expressié (revisat a Poli, 1998 i Medzhitov i
Horng, 2009).

La producci6 per part de la microglia dels diferents factors proinflamatoris indueix una
retroalimentacié positiva que fa que la resposta desencadenada sigui de major
magnitud. Les citocines IL-1B, IL-6 i TNF-o activen la transcripci6 de gens
proinflamatoris, augmentant I'activacié desencadenada per LPS/IFN-y (revisat a John i
cols. 2003). L’augment d’expressié de COX-2 en resposta a LPS/IFN-y comporta la
sintesi de prostaglandines que poden tenir un efecte proinflamatori, regulant a I'alca
I'activacié de la microglia. La produccié de factors proinflamatoris té també efectes
sobre altres tipus cel-lulars. La produccié d’IL-1p i TNF-o a la microglia indueix
astrogliosi reactiva (revisat a John i cols. 2003). A més, quan l'activacié de la microglia
és exacerbada, pot induir neurotoxicitat per diversos mecanismes. D’'una banda el
TNF-o0 es pot unir al receptor de Fas desencadenant mort per apoptosi (MacEwan,
2002; Taylor i cols. 2005). D’altra banda I'activacié de la INOS augmenta la produccio
de NO. ElI NO a concentracions elevades és neurotoxic per se, (ja que difon cap a les

neurones veines, inhibint-ne la cadena respiratoria mitocondrial), perd a més es pot
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combinar amb l'ié superoxid, produit per la NADPH oxidasa, formant peroxinitrit. El
peroxinitrit t¢ un gran efecte tdxic sobre les neurones (revisat a Vafeiadou i cols. 2007).
D’'una banda nr’inhibeix la cadena respiratdoria mitocondrial. A més, indueix
modificacions com la S-nitrosilacio a les proteines el que provoca que aquestes perdin
funcionalitat. També activa les caspasses, causant mort per apoptosi, i indueix
lalliberament de glutamat, que causa mort per excitotoxicitat a les neurones
circumdants. La rellevancia del NO en el dany neuronal s’ha demostrat in vivo usant
models animals de patologia en la que es déna mort neuronal. Aixi, s’ha demostrat que
I'abséncia de INOS és neuroprotectora en models de malaltia de Parkinson (Liberatore
i cols.1999; Dehmer i cols. 2000), de mort neuronal induida per acid cainic (Martinez-
Palma, 2003; Byun i cols. 2009) i també de dany per traumatisme cerebral (Foley i
cols. 2007).

El paper dels C/EBPs en la neurotoxicitat induida per activacié microglial és clau, ja
que tal com mostren els resultats d’aquesta tesi, la inhibici6 de C/EBPS o C/EBPS té
efecte neuroprotector. Per estudiar el paper dels C/EBPs en I'efecte neurotoxic de la
microglia activada hem usat dues aproximacions: els ratolins deficients per a C/EBPf o
C/EBPS i el pretractament amb crisina. Mentre que la inhibicié dels C/EBPs en els
ratolins deficients és especifica i directa, el mecanisme pel qual la crisina inhibeix
C/EBPS no esta establert. Tot i desconéixer quin és el mediador d’aquest I'efecte de la
crisina, podem afirmar que la inhibicié es déna a nivell transcripcional, traduccional i
funcional, ja que redueix I'expressié de mRNA, de proteina al nucli i la unié al DNA.
Dins la familia dels C/EBPs I'efecte de la crisina és especific per a C/EBPJ, ja que no
hi ha canvis en I'expressié nuclear de C/EBPo o en I'expressié nuclear, ni en la unio al
DNA de C/EBPp. D’altra banda, tampoc s’observen canvis en I'expressio nuclear ni en
la funcionalitat de NF-xB/p65, un dels factors de transcripci6 més importants en la

regulacié de gens proinflamatoris (O’Neill i Kaltschmidt, 1997).

La reduccié dels nivells de C/EBPB o C/EBPS inhibeix I'activacié microglial i la
neurotoxicitat associada. Com s’ha comentat préviament, donat que diversos gens
proinflamatoris tenen als seus promotors llocs d’unié per a C/EBPs, és esperable que
la inhibicié dels C/EBPs disminueixi I'expressié d’aquests gens. La magnitud de la
baixada d’expressié dependra de la importancia que tingui cada C/EBP en la regulacio
de cada gen. A més, pot haver-hi mecanismes compensatoris pels quals altres

membres de la familia dels C/EBPs o altres factors de transcripcié implicats en la
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regulacié dels gens proinflamatoris compensin la manca de C/EBPP o C/EBPJ. Al
inhibir C/EBPS amb crisina s’observa una disminucié en I'expressié d'iNOS i en la
produccié de NO que es manté al llarg del temps. També es produeix una baixada en
la producci6é de TNF-a a les primeres hores posttractament, pero aquest efecte es perd
al llarg del temps. Aquests resultats semblen indicar que en la resposta inicial de la
microglia el C/EBPS té una gran importancia, regulant la produccié de NO i TNF-c,
mentre que en etapes més tardanes manté la regulaci6 sobre la iINOS pero no sobre el
TNF-o. Pel que fa a la COX-2, al inhibir C/EBPS amb crisina no s’observa una
disminucié en l'expressid6 de COX-2. Es coneix que el C/EBPf esta implicat en la
resposta de COX-2 al LPS (Wadleigh i cols. 2000) perd no hi ha consens sobre el
paper de C/EBPd. Mentre que alguns autors defensen que el C/EBPS és important tant
per a I'expressid basal com induida pel LPS, altres autors afirmen que és el C/EBP( el
que fa augmentar I'expressio de la COX-2 en resposta al LPS, i el C/EBPS té un paper
en el manteniment de I'expressié (Wadleigh i cols. 2000; Caivano i cols. 2001). El
nostre grup ha descrit que el C/EBPS s’uneix al promotor del gen de la COX-2 en
resposta al LPS perd no en condicions basals (Ejarque-Ortiz i cols. 2010). El fet que en
disminuir I'expressidé de C/EBPS seguim observant un augment de COX-2 en resposta
a LPS/IFN-y podria ser degut a qué sigui el C/EBPf qui s’'uneixi al promotor de la COX-
2 activant-ne la transcripcio en resposta al tractament.

La manca tant de C/EBPB com de C/EBPS indueix neuroproteccié als cocultius de
neurona i microglia tractats amb LPS/IFN-y. Al nostre model el NO és un dels
principals mediadors de neurotoxicitat. Els nostres resultats demostren que la inhibicié
de la produccié de NO inhibeix totalment la neurotoxicitat del LPS/IFN-y , mentre que la
inhibicié conjunta de TNF-o,, COX-2 i IL-6 que es produeix al tractar amb IL-10 no té
efecte neuroprotector. La reduccié dels nivells de C/EBPB i C/EBPS indueix una

baixada en la producciéo de NO, i en conseqiiéncia una baixada en la formaci6é de
peroxinitrit. La disminucié d’aquests dos factors és el mecanisme més plausible per

explicar la neuroproteccio observada en abséncia dels C/EBPs.

Com ja he comentat a l'inici d’aquesta discussié, la inhibicié de l'activacié microglial
també es pot assolir potenciant les senyals inhibidores que actuen com a fre de la
resposta de la microglia. El sistema de senyalitzacio lligand-receptor CD200-CD200R
és un d’aquests mecanismes inhibidors, si bé hi ha pocs estudis sobre la funcio

d’aquest sistema de senyalitzacio al SNC. Es coneix que el CD200 s’expressa
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majoritariament a neurones mentre que CD200R s’expressa a les cél-lules de la
microglia (Hoek i cols. 2000; Wright i cols. 2000, 2001). Aquestes molécules
s’expressen en condicions basals, perd la seva expressié es pot modular en resposta
a alguns estimuls anti o proinflamatoris (Lyons i cols. 2007; Chen i cols. 2009;
Masocha, 2009). Mitjangcant aquesta senyalitzacié l'organisme pot evitar que la
microglia s’activi en resposta a estimuls que podrien ser interpretats per la microglia
com a perill quan en realitat no ho son, i també inhibir una sobreactivacié de la
microglia que pugui tenir efectes perniciosos. Un exemple d’aquests estimuls seria la
mort neuronal. La microglia reconeix les neurones que estan morint, ja sigui per
apoptosi o per necrosi. Davant d’'una neurona apoptoética la microglia respon activant-
se per fagocitar-la sense induir una resposta inflamatoria, en canvi, si la neurona
experimenta mort per necrosi, s’alliberen diversos continguts extracel-lulars al medi
que la microglia reconeix com estranys, activant-se amb un fenotip proinflamatori
(revisat a Rock i Kono, 2008). Rosenblum i cols. (2004) van descriure que en cél-lules
dendritiques apoptotiques augmentava I'expressié de CD200, perd no hi ha treballs al
SNC sobre I'efecte de la mort, apoptotica o necrotica, sobre I'expressié de CD200.
Nosaltres demostrem per primera vegada que en resposta als dos tipus de mort
s’observa un augment en l'expressi6 de CD200, el que indicaria la preséncia
d’estimuls inhibidors per a la microglia en els dos tipus de mort neuronal, per impedir
que la resposta desencadenada sigui exacerbada. La diferent resposta microglial
observada en funcié del tipus de mort dependria doncs d’altres senyals neuronals.

Es coneix poc sobre la regulaci6 de CD200 i CD200R, perd donat que aquestes
proteines regulen la resposta inflamatoria de la microglia, esperariem que estimuls pro
o antiinflamatoris que modulen I'activacié de la microglia regulessin també CD200 i
CD200R. Els nostres resultats mostren una manca d’efecte d’ambddés tipus d’estimuls
sobre I'expressié de CD200, el que ens porta a pensar que 'efecte d’aquests estimuls
es doni sobre CD200R, present a les cél-lules microglials, que expressen majors

concentracions de receptors de ILs, receptors de IFN-y i TLR. Aixi, el que modularien

aquests estimuls seria I'expressié de CD200R i no la de CD200; estudis preliminars
del nostre grup aixi semblen indicar-ho. Seria d’esperar que la modulacié d’aquest
receptor, incrementant la senyalitzacié amb agonistes inhibis I'activacié microglial i la
neurotoxicitat que se’n deriva. Els nostres resultats mostren que el péptid utilitzat com
agonista pel receptor CD200R no inhibeix la produccié de NO ni efecte neurotoxic de
la microglia activada. Cal tenir en compte que per activar CD200R, donada la manca
d’'un agonista comercial, vam sintetitzar un péptid que segons un treball de Gorczynski
i cols. (2008) actua com a agonista de CD200R. Al no disposar d’un control positiu no

podem assegurar que en el nostre model aquest péeptid actui com a agonista de

173



DISCUSSIO GENERAL

CD200R. Per tant no podem afirmar que els nostres resultats descartin un efecte
neuroprotector de I'activaci6 de CD200R. De fet, alguns autors han mostrat la
importancia de la senyalitzaci6 CD200-CD200R en processos neuropatologics on
'activacid6 microglial t¢ un paper perniciés. El bloqueig d’aquesta senyalitzacié
s’associa a un empitjorament de la simptomatologia mentre que en activar la
senyalitzacié s’obtenen efectes beneficiosos (Hoek i cols. 2000; Wright i cols. 2000;
Meuth i cols. 2008; Liu i cols.2010).

En resum, en aquesta tesi es presenta un model in vitro de neuroinflamaci6, on
s’indueix neurotoxicitat mitjancant activacié microglial amb un estimul proinflamatori, i
es proposen dues estratégies per tractar d’inhibir aquesta activacié microglial
neurotoxica. En una fase inicial, es caracteritza el model de neurotoxicitat, identificant
els principals mediadors de I'efecte. Seguidament, es mostra per primera vegada que
l'efecte antiinflamatori de la crisina sobre la microglia comporta propietats
neuroprotectores, i que aquests efectes estan mediats, si més no en part, per la

inhibici6 de C/EBPS. També es presenten dades que demostren la importancia dels

C/EBPs en la regulaci6 de [l'activacié microglial i I'efecte neurotoxic d’aquesta
activacié. En conjunt, aquests resultats permeten postular els C/EBPs com a dianes
terapéutiques addicionals en patologies neurodegeneratives. D’altra banda s’estudien
els efectes de diferents estimuls sobre I'expressié de CD200. Mentre que estimuls pro
o antiinflamatoris no semblen regular directament CD200, la mort neuronal, tant
apoptotica com necrotica, n’'incrementa I'expressio. Aquest resultat suggereix que
CD200 juga un paper en la comunicacié entre la microglia i les neurones que han

entrat en un procés de mort cel-lular.

Amb els resultats obtinguts en aquesta tesi es proposa el model experimental il-lustrat
a la figura 64. El tractament amb LPS/IFN-y indueix a la microglia I'activacio de
C/EBPf i C/EBPS, que formen homodimers o heterodimers i s’'uneixen al promotor
dels gens diana, com iNOS, COX-2, IL-6, IL-1B i TNF-o, activant-ne la transcripcio.
L’activacio d’aquests gens indueix I'alliberacié de citocines proinflamatories, i la
produccié de NO. Quan aquests factors s’alliberen a concentracions elevades poden
induir neurotoxicitat. L’efecte neurotdxic al nostre model esta principalment mediat pel
NO que és neurotoxic per se a altes concentracions, perd que també pot combinant-se
amb l'i6 superoxid formant peroxinitrit (ONOO-), una espécie reactiva d’oxigen

altament toxica per a les neurones. La disminuci6 dels nivells d’expressié de C/EBPf o

C/EBPS en cocultius de neurones i microglia (ja sigui perqué la microglia és deficient
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en aquests factors, o pel tractament amb crisina) inhibeix parcialment la resposta
inflamatoria de la microglia, induint neuroproteccié. Per altra banda, la senyalitzacio
CD200-CD200R inhibeix la resposta inflamatoria microglial. En condicions basals
CD200 s’expressa a les neurones. Els nostres resultats mostren que la mort neuronal,

tant apoptotica com necrotica, incrementa els nivells de CD200 a les neurones, actuant

com un mecanisme de control en I'activacié microglial induida per mort neuronal.

ASTROCIT

MICROGLIA

Figura 64. Model proposat
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1. La microglia estimulada amb LPS/IFN-y s’activa amb un patr6 de resposta

proinflamatori que es caracteritza per un increment en I'expressié dels enzims iNOS i
COX-2i en la produccié de NO, TNF-o. i IL-6.

2. En cocultius de neurona i microglia I'activacié de les cél-lules microglials en resposta

al tractament amb LPS/IFN-y té efecte neurotoxic. La produccié de NO és un dels
principals mediadors d’aquest efecte, mentre que el TNF-q, la IL-6 i la COX-2 tenen un

paper secundari.

3. La crisina té un efecte antiinflamatori i neuroprotector. El seu efecte esta mediat, si

més no en part, per la inhibicié de C/EBPS.

4. L’abséncia de C/EBPB o C/EBPS inhibeix I'activacié microglial i la neurotoxicitat
associada. Els C/EBPs per tant s6n una possible diana terapéutica addicional per al

tractament de patologies que cursen amb neuroinflamacio.

5. L’expressio de CD200 augmenta en neurones que estan morint, ja sigui per
apoptosi com per necrosi, constituint un mecanisme de control de I'activacié microglial
en preséncia de mort neuronal. No podem descartar que I'efecte observat sigui degut a

qué CD200 sigui més estable que altres proteines neuronals.

6. Les neurones apoptotiques perd no les necrotiques indueixen mort a la microglia.
Aquest efecte és independent de CD200 i esta mediat, si més no en part, per un factor

soluble.

7. L’expressio proteica de CD200 a neurones no es modula per estimuls

antiinflamatoris com la IL-4 i la IL-10 ni proinflamatoris com el LPS i I'lFN-y.

Els resultats d’aquesta tesi mostren la utilitat dels models experimentals in vitro per
estudiar la resposta inflamatoria de la microglia i la neurotoxicitat resultant. Amb
aquests models hem pogut establir la importancia de la familia de factors de
transcripci6 C/EBPs en la regulaci6 de la resposta inflamatoria microglial i els
assenyalen com a possible diana a tenir en compte en les malalties
neurodegeneratives. A més s’ha caracteritzat la resposta de CD200 a diversos

estimuls mostrant que, mentre que els estimuls inflamatoris no regulen CD200 de
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forma directa, la mort neuronal si regula la seva expressi6é. Aquest resultat permet
suggerir la rellevancia de CD200 en la comunicacié entre la microglia i les neurones

que han entrat en un procés de mort cel-lular.
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