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I. INTRODUCCION

1. Circuitos sinapticos

1.1 Estructuray funcion de las sinapsis

Las neuronas del cerebro de los mamiferos se conectan formando redes funcionales de
comunicacién con trillones de conexiones llamadas sinapsis. La disfuncion de estos circuitos
neuronales subyace a numerosas enfermedades mentales que pueden manifestarse en la
infancia temprana o en edades avanzadas. La sinapsis presenta una estructura asimétrica,
gue distingue el terminal presindptico —donde se localiza la maquinaria de liberacion de
neurotransmisor— vy el terminal postsindptico —que presenta los receptores de
neurotransmisores— (figura 1) (Sudhof et al.,, 2001). La regién del terminal presinaptico
involucrada en la liberaciéon de neurotransmisores se denomina zona activa (Figura 1). En
esta region se concentran los canales de Ca®* dependientes de voltaje, que se abren con la
llegada de un potencial de accién. La entrada de Ca** provoca la liberacién de los
neurotransmisores, empaquetados en vesiculas sindpticas. Tras atrawvesar la hendidura
sindptica, los neurotransmisores se unen a receptores especificos presentes en la membrana
del terminal postsinaptico, que modulan la conductancia a iones. Con este proceso, la
sinapsis transforma informacién eléctrica en quimica de forma extremadamente rapida

(Sudhof et al., 2011).

terminal presinaptico

vesiculas
sinapticas

densidad zona activa
postsinaptica

terminal postsinaptico
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Figura 1. Estructura de la sinapsis. A. Fotografia de microscopia electrénica. Escala 200nm. B.

Diagrama esquematico de la estructura sinaptica general. (Modificado de Stidhof, 2012).

Cada neurona libera solamente un tipo de neurotransmisor, de los cuales glutamato y GABA
(gamma-aminobutyric acid) son los principales neurotransmisores excitatorios e inhibitorios,
respectivamente (Kandel et al.,, 2013). Estos neurotransmisores poseen receptores
especificos situados en el terminal postsindptico, que segln su mecanismo de accion se
clasifican en receptores ionotrépicos y metabotrépicos. Los receptores ionotropicos
conforman canales idnicos que se abren con la unién del neurotransmisor, produciendo
respuestas sindpticas rapidas. A ellos pertenecen los receptores glutamatérgicos tipo AMPA,
NMDA y kainato y los receptores GABAérgicos GABA,. Por otra parte, los receptores
metabotrdpicos estan acoplados a proteinas G y regulan indirectamente enzimas y canales
iénicos. Entre ellos se encuentran las familias de los receptores mGlu y GABAg (Pin et al.,
2016). La activacién de los receptores postsindpticos modula la excitabilidad de la neurona

postsinaptica y regula el balance excitacion/inhibicion (E/I) de los circuitos neuronales.

Las especializaciones de membrana pre- y postsindptica deben estar yuxtapuestas de
manera precisa para asegurar la eficacia en la neurotransmisién y emparejadas
correctamente de acuerdo al neurotransmisor liberado (Kandel etal.,, 2013). A ello
contribuyen moléculas de adhesién transindptica que organizan complejos proteicos a

ambos lados de la sinapsis.

1.2 Establecimiento y plasticidad de los circuitos sinapticos

La formacion de sinapsis o sinaptogénesis es un proceso altamente especifico que depende
de un conjunto de sefales secuenciales y jerarquizadas (Scheiffele, 2003). En una primera
etapa durante el desarrollo, el transito del axdn hacia sus zonas diana se establecen por un
balance de senales de atraccidn y repulsién mediadas por moléculas secretadas y de
membrana. Posteriormente, se forman conexiones sindpticas coordenadas por interacciones
entre moléculas de adhesidon pre- y postsinapticas. Durante la ultima fase tiene lugar un
refinamiento de los circuitos sinapticos segun su actividad. En este momento, las conexiones

mas competitivas se estabilizan y el resto se eliminan mediante el pruning o la poda
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sinaptica (Schuldineret al., 2015). El refinamiento del circuito sindptico por mecanismos
mediados por actividad no se restringe al desarrollo, sino que se extiende a etapas

posteriores de la vida adulta.

Como consecuencia, los mecanismos que regulen la formacion y la funcion de las sinapsis
deben asegurar el establecimiento del circuito sindptico de una forma estereotipada durante
el desarrollo, pero también ser capaces de responder a mecanismos regulados por actividad
qgue modulan la funcién del circuito sindptico. Por ello, las proteinas implicadas en la
organizacién de complejos multiproteicos en las sinapsis pueden ejercer funciones
importantes que se extiendan a etapas mas alld del desarrollo temprano. En este sentido,
experimentos de deprivacion sensorial durante etapas postnatales tempranas han llevado a
definir periodos criticos que presentan una mayor plasticidad postnatal (Hensch, 2005). Sin
embargo, los circuitos sindpticos son sensibles a cambios de actividad también durante la
etapa adulta, regulando eventos de plasticidad sinaptica que modifican los circuitos
neuronales responsables de funciones cognitivas superiores, como el aprendizaje y la

memoria (Froemke et al., 2015).

Las proteinas que median adhesion sindptica se encuentras perfectamente disefiadas para
regular el funcionamiento correcto del circuito sinaptico, ya que pueden establecer
mecanismos especificos de reconocimiento que aseguren el ensamblaje de tipos diferentes
de sinapsis en los sitios de contacto y, a su vez, proporcionar mecanismos de regulacién de la
maquinaria pre- y postsinaptica. Entre estos complejos de adhesidn transindptica destaca

por su relevancia el sistema formado por Neurexinas (Nrxns) y Neuroliguinas (NLs).

2. Las Neurexinas

Las Nrxns son proteinas transmembrana involucradas en el establecimiento, maduracién y
funcion de la sinapsis. Se descubrieron como receptores de a-latrotoxina, un componente
del veneno de la arafia viuda negra que provoca la liberacidn masiva de neurotransmisores
(Ushkaryov et al.,, 1992). Las Nrxns estan codificadas por 3 genes (NRXN1-3) con dos

promotores alternativos que dan lugar a las isoformas largas (aNrxns) y a las isoformas

10
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cortas (BNrxns) (Figura 2). Todas las Nrxns constan de un dominio N-terminal extracelular,
un segmento transmembrana y una cola citoplasmica muy conservada entre los diferentes
genes. Las isoformas aNrxns y BNrxns comparten el dominio intracelular y transmembrana
pero difieren en su dominio extracelular. Las isoformas aNrxns contienen seis dominio LNS
(del inglés laminin-neurexin-sex hormone binding globulin) y tres dominios EGF (del inglés
epidermal growth factor-like) intercalados en su dominio extracelular (Figura 2). Las BNrxns,
utilizan un promotor exclusivo y tienen un exén especifico que contiene el sitio de inicio de
traduccién Unico no compartido por aNrxns seguido por el ultimo dominio LNS comun con

aNrxns (Figura 2).

Los genes NRXN1-3 tienen hasta seis sitios candnicos de splicing alternativo (AS) en su
dominio extracelular que incrementan exponencialmente el abanico de isoformas posibles
de Nrxns (Schreiner etal., 2014; Ushkaryov etal., 1992). Los sitios AS4 y AS5 estan
presentes en aNrxns y BNrxns, mientras que el resto se encuentran sélo en aNrxn (Figura 2).
La incorporacion o la exclusion de los exones situados en estos sitios de splicing alternativo

origina la formacion de isoformas AS+ o AS-, respectivamente.

En el extremo C-terminal las Nrxns presentan un sitio de unién a dominios PDZ, a través del
cual interaccionan con proteinas de andamiaje del terminal presindptico, como Cask (Butz et

al., 1998).

BNrxn AS4  AS5

Figura 2. Representacién esquemadtica de los dominios de las proteinas aNrxns y BNrxns. Promotores
alternativos generan isoformas aNrxns y BNrxns. Recientemente se ha descubierto un promotor
alternativo situado 3’ que da lugar a isoformas yNrxn1 (Sterky et al., 2017). Se representan en verde

los sitios de splicing alternativo y en beige la membrana citoplasmica.
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2.1 NLs como ligandos postsinapticos de Nrxns

Las NLs se descubrieron como receptores de Nrxns (Ichtchenko et al., 1995). Existen cinco
genes de NLs en humano (NLGN1-4X y 4Y) y cuatro en ratén (NLGN1-4). Las NLs contienen
un corto dominio intracelular con secuencias de uniéon a dominios PDZ, un segmento
transmembrana y un dominio extracelular con una region homodloga a acetilcolinesterasa no
activa (Figura 3). El dominio extracelular de NL1-3 sufre fenédmenos de splicing alternativo en

los sitios Ay B, este ultimo exclusivo de NL1 (Ichtchenko et al., 1995).

En el dominio C-terminal las NLs contienen un sitio de unién a dominios PDZ a través del cual
median interacciones con proteinas de andamiaje del terminal postsinaptico, como PSD-95 o

Gefirina.

AT

Figura 3. Representacidén esquematica de los dominios de las proteinas NL. Se representan en rojo los

sitios de splicing alternativo y en beige la membrana citoplasmica.

Las Nrxns median adhesiones heterofilicas con NLs (Nguyen et al., 1997). La capacidad de
formar complejos de adhesion heterofilicos entre Nrxns y NL1, junto a la interacciéon con
proteinas sinapticas, sugirio un papel del sistema de Nrxns/NLs en la funcidon y

establecimiento de las sinapsis.

2.2 Capacidad sinaptogénica de la ruta Nrxns/NLs

Estudios publicados a comienzos de los afos 2000 demostraron una funcién del sistema de
Nrxns/NLs en la formaciéon de sinapsis, identificando por primera vez un sistema con
capacidad sinaptogénica (Scheiffele et al., 2000). La expresion de NL1 en células no
neuronales produce en los axones de las neuronas que las contactan el ensamblaje de
terminales presinapticos funcionales que liberan neurotransmisor (Scheiffele et al., 2000).

De igual forma, la expresion de NL1 en neuronas en cultivo induce el reclutamiento
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presinaptico de Nrxns enddgenas e incrementa el nimero de sinapsis (Dean et al., 2003). La
actividad sinaptogénica de NL1 se reduce por la presencia del dominio extracelular soluble
de BNrxnly se inhibe por mutantes de NL1 que no se adhieren a BNrxnl1 (Dean et al., 2003;
Scheiffele et al., 2000). Ademas, el reclutamiento artificial de BNrxn1, sin la intervencion de
NL1, provoca la concentracion de vesiculas sinapticas en los axones (Dean et al., 2003).
Mediante esta ruta bidireccional, la expresidon de NLs en la neurona postsindptica induce el
reclutamiento de neurexinas presinapticas, que forman sitios de nucleacion en la
membrana, y el ensamblaje de terminales pre- y postsinapticos en los sitios de contacto. El
efecto de la sobreexpresiéon de NL1 contrasta con la ausencia de efectos producidos por la
expresidon de isoformas de Nrxns en neuronas, sugiriendo que NLs actian como un factor

limitante en la neurona postsinaptica (Dean et al., 2003; Futai et al., 2007).

El empleo de mutantes de delecion en cultivos ha indicado que BNrxnl regula la
probabilidad de liberacion mediante su dominio citopldsmico. Asi, mientras que la
sobreexpresiéon de que BNrxnl en rodajas de hipocampo no tuvo efecto, la expresién del
mutante BNrxnlAC redujo la probabilidad de liberacién de glutamato en neuronas del
hipocampo (Futai etal.,, 2007). El papel de BNrxnl regulando la funcién presindptica
glutamatérgica es acorde con la localizacion de BNrxnl en terminales glutamatérgicos in vivo

(Futai et al., 2013).

2.3 Cddigo transinaptico mediado por Nrxns y NLs

Las diferentes isoformas de NLs presentan distinta localizacidn sindptica. NL1 estd presente
en sinapsis excitatorias (Song et al., 1999), donde a través de su motivo de unién a dominios
PDZ se une con la proteina de andamiaje postsinaptico PSD-95 (Irie etal.,, 1997) e
indirectamente con Shank (Naisbitt et al., 1999). Por su parte, NL2 se localiza en las sinapsis
inhibitorias, donde se une a la proteina de andamiaje gefirina (Graf et al., 2004; Poulopoulos
et al.,, 2009; Varoqueaux et al., 2004). NL3, en cambio, se localiza tanto en sinapsis
glutamatérgicas como GABAérgicas (Budreck et al., 2007). La localizacién diferencial de NL1
y NL2 se relaciona con su actividad funcional en sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas. Asi,
en cultivos de neuronas, mientras que NL1 induce la formacién de sinapsis glutamatérgicas,

NL2 estimula la formacién de sinapsis GABAérgicas. Este efecto estd regulado por splicing
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alternativo. La inclusién del inserto B especifico de NL1 favorece la formacién de sinapsis
glutamatérgicas, mientras que NL2 —que carece del sitio B— promueve su localizacién en
contactos GABAérgicos (Chih et al., 2006). La introduccion artificial del sitio B en NL2
incrementa la localizacién y densidad de contactos excitatorios. Ademads, estos efectos
concuerdan con los observados in vivo, ya que el ratdon knockout (KO) de Nignl presenta
defectos en la transmisién glutamatérgica, con un menor ratio NMDA/AMPA, mientras que
el KO de Nlign2 tiene un descenso en la respuesta sindptica inhibitoria (Chubykin et al.,

2007).

La interaccién entre isoformas de Nrxns y NLs se regula por splicing alternativo en los
dominios extracelulares. La presencia del inserto B en NL1 permite su unién con isoformas
BNrxns AS4-, mientras que impide la interaccion con BNrxns AS4+ o aNrxns (Boucard et al.,
2005; Ichtchenko et al., 1995; Nguyen et al., 1997). Por otra parte, la ausencia del sitio B en
NL2 facilita la interaccion con isofomas de a o BNrxns independientemente de la presencia
del sitio AS4 (Chih et al., 2006). De forma similar, la expresion de BNrxn1l AS4- en células no
neuronales estimula el reclutamiento de marcadores postsindpticos glutamatérgicos
(PSD95), mientras que la inclusidon de AS4 en BNrxnl inhibe el reclutamiento de PSD95, sin
afectar el reclutamiento de Gefirina (Chih et al., 2006). Estos datos han sugerido la existencia
de un cdédigo de adhesién transinaptico entre isoformas de Nrxns y NLs que regula la

especificidad y el funcionamiento de los circuitos sinapticos (Figura 4).

Cbin1/
NL1+B | NL1-B,2,3 LRRTMs GluAS1,2
BNrxn AS4- Si Si Si No
BNrxn AS4+ No Si No Si
Nrxns ., ,
aNrxn AS4- No Si Si No
oNrxn AS4+ No Si No Si

Tabla 1. Resumen de las interacciones observadas entre las isoformas de Nrxns y sus ligandos.
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Nrxn AS4-

LRRTMs

sinapsis glutamatérgicas sinapsis GABAérgicas

Figura 4. Las Nrxns interaccionan con distintos ligandos en diferentes tipos de sinapsis.

Durante los ultimos afios se han identificado rutas paralelas de organizacién de los
terminales sinapticos por proteinas de adhesién. Entre ellas, los LRRTMs (Leucine-rich-repeat
transmembrane) son proteinas transmembrana que se unen a Nrxns carentes del inserto
AS4 en sinapsis glutamatérgicas (tabla 1) (figura 4) (de Wit et al., 2009; Ko, Fuccillo, Malenka,
& Siidhof, 2009). Por otra parte, las cerebelinas (Cblns) —glicoproteinas secretadas por las
células ganglionares del cerebelo— hacen de puente de interaccién entre Nrxns AS4+ y el
receptor GIluASd2 (Uemura et al., 2010). También se ha demostrado que distroglicanos vy
latrofilinas se unen especificamente a isoformas Nrxns AS4- (Boucard, Ko, & Stidhof, 2012;
Sugita et al., 2001) y que Neurexofilinas 1 y 3 y Calsitenina se unen exclusivamente a aNrxns
(Born et al., 2014; Missler et al., 1998; Pettem et al., 2013). Recientemente se ha descrito un
mecanismo adicional de modulacion de las interacciones de Nrxns, por el cual la proteina
Hevin —secretada por los astrocitos—, hace de puente de conexion entre aNrxns y NL1 +B,
que en otras condiciones no se ensamblarian (Singh et al., 2016). Por otra parte, existen
diferentes moléculas presindpticas de adhesién que realizan contactos paralelos a los de
Nrxns, como los Glipicanos o Netrin-G2 (de Wit etal.,, 2013; Nishimura-Akiyoshi, Niimi,

Nakashiba, & Itohara, 2007).

El elevado numero de proteinas de adhesidn transindptica identificadas sugiere la
importancia de su funcién y la parcial redundancia de las interacciones que median en los

circuitos neuronales.

15



Introduccion

2.4 Funciones de Nrxns y NLs in vivo

La funcion sinaptica del sistema de Nrxns/NLs in vivo se ha explorado mediante la
generacion de distintos modelos animales deficientes en genes de la ruta. Se han reportado
ratones knockout (KO) de aNrxn1, KO de aNrxn2, KO de aNrxn3, triple KO (TKO) aNrxnl-3,
TKO BNrxni-3 y KO a/BNrxni1-3 total (Anderson etal.,, 2015; Aoto, Martinelli, Malenka,
Tabuchi, & Siidhof, 2013a; Aoto, Foldy, llcus, Tabuchi, & Stdhof, 2015; Born et al., 2015; L. Y.
Chen, Jiang, Zhang, Gokce, & Sudhof, 2017; M. R. Etherton, Blaiss, Powell, & Siidhof, 2009;
Markus Missler et al., 2003). Asi mismo, también se han generado ratones deficientes en
genes de NLs, como el KO de Nign1, KO de Nign2, KO de Nign3, KO de Nign4y el TKO Nign1-
3 (Chubykin et al.,, 2007; Foldy, Malenka, & Sidhof, 2013; Stephane Jamain et al., 2008;
Varoqueaux etal., 2006). En general, estos modelos han llevado a identificar efectos
principalmente en la funcién de las sinapsis que difiere seglin la isoforma afectada, con un
efecto menor en la densidad sinaptica, sugiriendo la existencia de otros genes con funcién
sinaptogénica. Los efectos observados en estos modelos destacan el papel fundamental de
las Nrxns en la transmisién sindptica. Asi por ejemplo, el TKO aNrxnl-3 presenta una
reduccion en la transmision sinaptica excitatoria e inhibitoria y una reduccién en la densidad
sindptica de sinapsis GABAérgicas pero no glutamatérgicas (Markus Missler et al., 2003). El
TKO 6Nrxn1-3 muestra una reduccion en la transmision sindptica exclusivamente
glutamatérgica, sin cambios en la densidad sinaptica (Anderson et al., 2015). Por otra parte,
el KO de Nign1-3 presenta una reduccién en la transmision sindptica inhibitoria y excitatoria
sin afectar al numero de sinapsis (Varoqueaux et al., 2006). A pesar de ello, existe un papel
parcialmente redundante entre las distintas isoformas, cuyas funciones pueden verse
compensadas por las isoformas no afectadas. Asi mismo, estos estudios muestran que el
papel de una misma isoforma de Nrxn puede variar entre diferentes sinapsis y circuitos,
indicando que la ausencia de isoformas de Nrxns se puede enmascarar por la expresién de

otras proteinas que dependen, a su vez, del circuito concreto.

Mediante el analisis cuantitativo de las isoformas de mRNA Nrxns in vivo se han identificado
1.364 isoformas diferentes de aNrxns y 37 de BNrxns (Schreiner et al., 2014) generadas por
splicing alternativo. Abordajes de protedmica han demostrado un nivel de expresion de

aNrxns cuatro veces superior a BNrxns, aunque BNrxnl se expresa por todo el cerebro y
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presenta mayor expresidon en corteza e hipocampo. Las proteinas SAM68, SIm1 y SIm2
regulan el splicing de Nrxns en el sitio AS4, que se unen al mMRNA de Nrxns y favorecen la
excision del inserto AS4 (Ehrmann et al., 2013; lijima etal.,, 2011; lijima, lijima, Witte, &
Scheiffele, 2014). La expresién de estas proteinas reguladoras de splicing estd
estrechamente controlada y permite una elevada especificidad en el uso de las distintas
isoformas de Nrxns segun la region cerebral y tipo celular. Esto genera una mayor presencia
de Nrxnl AS4- en regiones del prosencéfalo, como corteza, hipocampo y estriado, mientras
que los niveles de Nrxns AS4+ son mas elevados en el cerebelo (Ehrmann etal., 2013;
Fuccillo et al., 2015; Nguyen et al., 2016; Schreiner et al., 2014; Schreiner et al., 2015). Mas
especificamente, las isoformas de Nrxnl AS4- estdn enriquecidas en las neuronas
piramidales de la corteza e hipocampo y las Nrxnl AS4+ en las interneuronas PV (Nguyen
et al., 2016). La regulacion del splicing alternativo de Nrxns determina la conectividad de las

neuronas a nivel local y entre distintas regiones.

Basado en las demostraciones de la interaccion de BNrxnl con NL1 en las sinapsis
glutamatérgicas, asi como en los datos de expresion de BNrxnl AS4- en diferentes regiones
cerebrales y tipos celulares in vivo, estos datos apuntan a un papel preponderante de
BNrxnl AS4- en neuronas de proyeccion del prosencéfalo, incluyendo corteza, estriado e

hipocampo.

2.5 Papel de Nrxns/NLs en la modulacion del sistema endocannabinoide (eCB)

Recientemente se ha relacionado la ruta Nrxns/NLs con la sefializacion mediada por el
sistema neuromodulador eCB (Anderson et al.,, 2015; Foldy etal., 2013; Speed, Masiulis,
Gibson, & Powell, 2015). Los eCBs son moléculas lipofilicas de sefializacién principalmente
retrégrada, que se sintetizan en el terminal postsindptico a demanda de la actividad
sindptica y se unen a los receptores de eCBs (CB1R, CB2R), situados en el terminal
presinaptico. La activacion de estos receptores da lugar a una inhibicion de la actividad de la
neurona presinaptica mediante la sefializaciéon acoplada a proteinas G. Los dos compuestos
eCBs mejor caracterizados son 2-araquidonil glicerol (2-AG) y N-araquidonil etanolamida

(AEA) (Castillo et al., 2012).
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Los modelos KO Nign3 y el modelo knockin (KI) R451C NiIgn3 —que reproduce una mutacién
encontrada en dos hermanos con autismo, véase mds adelante— presentan una reduccion
en la senalizacion tonica de eCBs que causa un incremento de la transmision sinaptica de las
interneuronas CCK sobre las neuronas piramidales del hipocampo (Foldy et al., 2013). Por
otra parte, los ratones TKO BNrxnl-3 muestran un descenso en la transmision sinaptica
glutamatérgica que se recupera mediante el empleo de bloqueantes de CB1R o con la
inhibicion de la sintesis de 2-AG (Anderson et al., 2015). De forma interesante, la pérdida de
transmisién sindptica glutamatérgica se recupera especificamente con BNrxn1 AS4- y no con
otras isoformas (Anderson et al., 2015) Los autores postulan que las BNrxns constituyen un
freno para la produccién ténica de eCBs y que la ausencia de BNrxns provoca un incremento

en la liberacién de 2-AG (Anderson et al., 2015).

Estos u otros mecanismos podrian explicar la importancia de la correcta funcion de la ruta
Nrxns/NLs en la funcién de los circuitos, asi como su disfunciéon en enfermedades mentales,

como el autismo.

3. Trastornos del espectro autista

3.1 Descripcidn clinica y epidemioldgica del TEA

El autismo se describié por Leo Kanner (1943) y fue posteriormente ampliado por Hans
Asperger (1944). Debido a la gran diversidad en la presentacién clinica, los casos de autismo
actualmente se clasifican en un abanico de trastornos relacionados con el autismo en el
Trastorno del Espectro Autista (TEA o ASD, de sus siglas en inglés) (American Psychiatric
Association [APA], 2013). El TEA comprende un grupo heterogéneo de patologias del
neurodesarrollo que comparten dos sintomas que aparecen durante la infancia y perduran

durante toda la vida:
- Patrones repetitivos y restringidos de conductas, actividades e intereses.

- Déficits persistentes en comunicacion social e interaccién social.

18



Introduccion

El TEA es la enfermedad del neurodesarrollo con mayor prevalencia. Los uUltimos datos
recogidos muestran que afecta a uno de cada 68 nifios de ocho anos en Estados Unidos y se
estima que afecta al 1-2% en la poblaciéon adulta mundial (Christensen et al., 2016). Existen
diferencias segun el género, ya que el TEA es aproximadamente cuatro veces mas frecuente
en nifios que en nifas (Christensen etal., 2016). Mas del 70% de los casos presentan
comorbilidad con otros problemas, como epilepsia, déficits en el lenguaje o incapacidad

intelectual.

3.2 Hipétesis del origen del TEA

Como ocurre en otras enfermedades del neurodesarrollo, los sintomas del autismo aparecen
en la infancia y perduran durante la etapa adulta (Figura 5). Aunque la mayoria de los casos
se detectan alrededor de los 4 afios (Christensen et al., 2016), el momento del desarrollo en
el que se generan los defectos es desconocido. Existen dos posibilidacles sobre el origen

temporal de los defectos causantes del TEA:

- Un defecto restringido al desarrollo temprano con manifestaciones postnatales
duraderas. Segun esta posibilidad, los defectos se generarian durante un periodo
critico del desarrollo, posiblemente por un acortamiento del periodo de mayor
neuroplasticidad cerebral (Berger et al., 2013). Esta posibilidad sugiere que la
reversion de los sintomas del autismo en etapas mas tardias seria complicada o

imposible.

- Alternativamente, una disfuncién postnatal continua de los circuitos neuronales
podria desencadenar la aparicién de los sintomas, que se manifestarian mientras la
disfuncion perdurara. Esta opcion amplia la ventana terapéutica de actuacion, ya que
la recuperacion de la disfuncidon crdénica causante de la patologia podria llevar a la

mejora de los sintomas incluso en la vida adulta.

Aparicion de sintomas
Nacimiento en lainfancia Los sintomas perduran durante toda la vida
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Figura 5. Diagrama de la temporalidad en la aparicién de los sintomas en TEA. Los sintomas aparecen

durante la infancia y perduran durante toda la vida.

3.3 Base genética del TEA

Hasta hace pocas décadas, la etiologia del TEA era completamente desconocida. En 1977 se
comenzd a descubrir la importancia de la contribucion genética en la patologia (Folstein et
al., 1977) y los primeros estudios de concordancia en gemelos monozigéticos estimaron una
heredabilidad del 90% (Bailey etal., 1995; Steffenburg etal.,, 1989). Durante la ultima
década, el desarrollo de las técnicas gendmicas ha iniciado la identificacion de las bases
genéticas del autismo. Los tipos de mutaciones identificadas incluyen variantes del nimero
de copias o CNVs (del inglés Copy Number Variants), pequefias inserciones o deleciones y
variantes de nucledtidos individuales o SNVs (del inglés Single Nucleotide Variants). Dentro
del TEA se han descrito algunos trastornos monogénicos, pero ninguno explica mas del 1-2%

de los casos y juntos sélo suponen el 5-10% del total de casos (Sztainberg et al., 2016).

El TEA se clasifica en sindrédmico y no sindrémico, distincion que se realiza segun criterios
clinicos. El término sindromico se refiere a los casos en los que el autismo se da en presencia
de fenotipos adicionales o caracteristicas dismorficas. En la mayoria de casos sindromicos la
etiologia es conocida y puede deberse a anomalias cromosdmicas, de novo CNVs o
mutaciones en genes concretos, como ocurre en el sidrome de X fragil y el gen FMR1, el
sindrome de Rett y MECP2 y la esclerosis tuberosa y TSC1-2. La clasificacién no sindrémico,
antiguamente denominado “autismo clasico”, representa la mayoria de casos de autismo y
engloba los pacientes que no presentan sintomas adicionales (Sztainberg et al., 2016). La
naturaleza poligénica del autismo no sindrémico complica la identificacion de los genes
responsables, ya que en la mayoria de los casos la presentacion clinica se debe a la
contribucién de un numero relativamente extenso de mutaciones que, individualmente,
tienen un efecto limitado. Sin embargo, las aproximaciones de genética humana han

permitido descubrir rutas concretas asociadas con autismo.
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3.4 Convergencia en rutas de genes asociados al TEA

Recientes estudios genéticos basados en colecciones de miles de pacientes con autismo no
sindromico han identificado genes de riesgo que forman una red enriquecida en proteinas
sindpticas, reguladoras de la cromatina y de la transcripcion y de degradacidn de proteinas,
entre otras (Casanova et al., 2016; De Rubeis et al., 2014; lossifov et al., 2014; Pinto et al.,
2014; Sanders et al., 2015; Yuen et al., 2017). SFARI —de la Fundacion Simons— y Autism Kb
—de la Universidad de Pekin— son dos grandes bases de datos que agrupan los estudios

publicados sobre la genética del autismo (https://sfari.org,

http://autismkb.cbi.pku.edu.cn/index.php). Estas plataformas corroboran la participacion de

mutaciones en proteinas sindpticas como factores de riesgo de TEA, en las que las familias

génicas de Nrxns y NLs estan puntuadas como de alta asociacién con autismo.

La convergencia de mutaciones en rutas especificas resulta esperanzadora para el
tratamiento de un conjunto de enfermedades tan heterogéneo (Lin et al., 2016). Por este
motivo, el foco en el campo del autismo se ha centrado en el estudio de las rutas de
sefializacion comunes a varios genes de riesgo, que podrian verse afectadas en un conjunto

mas amplio pacientes.

3.5 Alteraciones genéticas en la ruta de Nrxns asociadas con TEA

Numerosos estudios genéticos en pacientes con TEA han encontrado alteraciones genéticas
en el gen de NRXN1. La primera identificacion fue la delecidn en heterozigosis de varios
exones de NRXN1 en dos hermanas afectadas con TEA (Szatmari etal., 2007). Desde
entonces, repetidamente se han identificado CNVs, deleciones y mutaciones puntuales, mas
frecuentemente en el gen de NRXN1 (Camacho-Garcia et al., 2013, 2012; Ching et al., 2010;
Dabell et al., 2013; Gauthier et al., 2011; Wisniowiecka-Kowalnik et al., 2010). El nimero de
pacientes con CNVs en NRXN1 ha permitido realizar estudios de correlacién genotipo-
fenotipo. De forma interesante, estos estudios demuestran que las deleciones de NRXN1
que afectan su parte mds C-terminal, es decir, que también afectan a BNRXN1, tienen un

mayor impacto en la presentacién de los sintomas (Schaaf et al., 2012).
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De manera interesante, también se han identificado mutaciones en otros genes de la ruta
sindptica de Nrxns, como la transicion R451C en NLGN3 o la insercion 1186insT y la delecién
de dos pares de bases en Xp22.33 descritas en NLGN4 (Jamain et al., 2003; Laumonnier
et al., 2004). Como hemos explicado anteriormente, las NLs se unen indirectamente con la
proteina de andamiaje Shank en las sinapsis glutamatérgicas. En este sentido, se han
identificado alteraciones genéticas en los genes SHANK1-3 en pacientes con TEA, siendo la
mayoria deleciones cromosdmicas asociadas al gen SHANK3 en el sindrome Phelan-
McDermid (Phelan et al., 2001, 2008; Wilson et al., 2003). Las fuertes evidencias genéticas
de la alteracion de la ruta Nrxns/NLs/Shanks en pacientes con TEA destacan el papel de la

disfuncién de las sinapsis glutamatérgicas en la fisiopatologia del autismo.

3.6 Regiones y rutas cerebrales implicadas en TEA

Estudios de imagen por resonancia magnética en pacientes con TEA muestran alteraciones
en la conectividad cerebral. Se han reportado deficiencias en la conectividad de la corteza
prefrontal, la amigdala y areas corticales sensorimotores (Gotts et al., 2012) e incrementos
en la conectividad funcional local en subregiones estriatales y el sistema limbico (Di Martino
et al., 2011). Asi mismo, se ha observado un incremento de la conectividad local dentro de la
misma regién cerebral y un descenso de la interconectividad a largo rango (O’Reilly et al.,

2017; Wass, 2011).

Diversos estudios anatémicos apuntan a una disfuncién de circuitos cortico-estriatales como
nodo comun de TEA (Fuccillo, 2016; Hutsler & Casanova, 2016; G. M. G. Shepherd, 2013).
Entre ellos, se ha descrito defectos en la organizacién de las columnas corticales (Casanova
et al., 2010) y una mayor densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales
corticales correlacionada con la gravedad de la sintomatologia (Hutsler et al., 2010). En la
misma linea, se ha observado un incremento en el volumen y crecimiento del estriado
asociado a una mayor presentacion de comportamiento repetitivo (Langen et al., 2014). Los
datos genéticos apoyan estos resultados, ya que se ha observado un mayor impacto en las
mutaciones que afectan a neuronas de la corteza y a las neuronas principales del estriado o
MSNs (del inglés Medium Spiny Neurons), implicando circuitos corticales y cortico-estriatales

en la fisiopatologia del TEA (Chang et al., 2015; Parikshak et al., 2013).
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Las conexiones cortico-estriatales constituyen la mayor parte de las aferencias al estriado
(Guo et al., 2015). El estriado se divide en estriado dorsal —que incluye los nucleos caudado
y putamen (CPu)— y ventral —que comprende principalmente el nicleo accumbens (NAc)—.
Ambas regiones se diferencian segun sus conexiones. El estriado dorsal recibe conexiones
provenientes principalmente de la corteza cingulada, somatosensorial y motora, mientras
que al estriado ventral llegan proyecciones de la corteza prefrontal y el sistema limbico
(Fuccillo, 2016; Guo et al., 2015; Macpherson et al., 2014). Las proyecciones del estriado se
dividen en la via directa e indirecta y estan mediadas por las MSNs que expresan el receptor
de dopamina D1 o D2, respectivamente (figura 6). La via directa, tras conectar con la
sustancia negra reticulada y globo palido interno, proyecta al tdlamo y produce una mayor
activacién de la via talamo-cortical. En cambio, la via indirecta proyecta al globo pdlido
externo y nucleo subtaldamico antes de inervar el globo palido interno y la sustancia reticular,
y su activacion produce una inhibicion de la via talamo-cortical (Shipp, 2017). La
convergencia en el estriado de diferentes estimulos permite controlar dindmica vy
adaptativamente el flujo de informacion cognitiva y afectiva hacia sistemas motores

(Macpherson et al., 2014).
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Figura 6. Esquema sagital de los principales circuitos del estriado. Se muestran las conexiones
glutamatérgicas (rojo) y GABAérgicas (verde) de las proyecciones de las vias directa e indirecta. GPe,
globo palido externo; STN, nucleo subtaldmico; SNr, sustancia negra reticulada (figura extraida de

(Kravitz et al., 2012).
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3.7 Desbalance E/I como elemento comun en TEA

Como hemos dicho anteriormente, el correcto balance E/I regula la actividad de los circuitos
cerebrales. Estudios en pacientes con TEA han detectado un incremento de excitacion en el
balance E/I que podria explicar la alta comorbilidad del autismo con la epilepsia (Rubenstein
et al., 2003). Sin embargo, otros estudios muestran resultados en sentido opuesto, por lo
que se ha sugerido que el desbalance E/I subyacente al TEA se podria deber a defectos en la

adaptacion homeostatica frente a cambios de actividad de los circuitos (Nelson et al., 2015).

La transmision inhibitoria coordina la actividad de las redes neuronales (Kandel et al., 2013).
Estudios clinicos muestran una reduccion de GABA en la corteza somatosensorial de
pacientes con TEA que provoca anomalias en el procesamiento sensorial (Puts et al., 2014,
2017). Las neuronas GABAérgicas mas abundantes de la corteza expresan parvalbimina (PV)
y pertenecen al grupo de las interneuronas fast-spiking. Las neuronas PV forman una red de
sinapsis GABAérgicas y uniones tipo gap que genera una actividad ritmica en el rango de
frecuencia gamma que sincroniza la actividad de las neuronas principales (Bartos et al.,
2007; Sohal et al., 2009). Diferentes estudios clinicos describen descensos e incrementos
patolégicos de las oscilaciones gamma en la corteza de pacientes con TEA (Maxwell et al.,

2015; Orekhova et al., 2007; Wilson et al., 2007).

4. Utilizacion de animales de experimentacion para modelar el TEA

El elevado componente genético del autismo ha impulsado la generacion de animales
genéticamente modificados como modelos de la patologia. Sin embargo, la heterogeneidad
clinica y molecular del TEA unido a sus caracteristicas clinicas hacen complicado su estudio.
Por ello se han establecido parametros de calidad para la generacién y validacion de
modelos animales de autismo (Crawley, 2007). Idealmente, un modelo animal de autismo

debe cumplir tres criterios:
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- Construct validity: reproducir la mutacion causal del autismo encontrada en

pacientes.
- Face validity: el fenotipo debe ser analogo a la presentacion clinica del TEA.

- Predictive validity: presentar la respuesta esperada a tratamientos que son efectivos
en la clinica. Debido a la falta de tratamientos efectivos para el TEA, este ultimo

criterio es poco informativo.

4.1 Modelos animales de autismo

La mayoria de modelos animales de autismo consisten en ratones KO. Estos animales, a
pesar de no reproducir una mutacion concreta identificada en pacientes, comprometen la
funcion de genes afectados en la clinica. Es el caso de los modelos de autismo sindrémico,
como los ratones KO Fmrl —como modelo del sindrome de X fragil—, KO MeCP —como
modelo del sindrome de Rett— o KO Tscl o Tsc2 de la ruta mTOR (mechanistic Target Of
Rapamycin) —como modelo del sindrome de esclerosis tuberosa— (Sztainberg et al., 2016).
Por otra parte, se han generado modelos de autismo no sindromico mediante mutaciones o
escisiones de genes sindpticos. Entre ellos se encuentran los que tienen afectados miembros
de la ruta Nrxns/NLs/Shank como el ratén KI R451C Nign3 (Jamain et al., 2003; Tabuchi et al.,
2007) y los KO aNrxnl, KO aNrxn2, KO Nign1, KO Nign3, KO Nign4 y KO Shank1, KO Shank2 y
KO Shank3 (Blundell et al., 2010; Born et al., 2015; Bozdagi et al., 2010; Dachtler et al., 2014;
M. Etherton et al., 2011; M. R. Etherton et al.,, 2009; Jamain et al., 2008; Jaramillo et al.,
2017; Jaramillo et al., 2014; Peca et al., 2011; Rothwell et al., 2014; Schmeisser et al., 2012;
Wang et al., 2011, 2016; Wo6hr et al., 2011; Won et al., 2012).

La mayoria de los modelos de autismo generados afectan a todas las regiones cerebrales en
todos los momentos del desarrollo. Por ello, no permiten discriminar si los efectos derivados
son la causa o la consecuencia de la alteracion de un circuito, ni entre problemas causados
durante el desarrollo prenatal y defectos continuados en etapas posteriores (Hulbert et al.,

2017; Nelson et al., 2015).
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4.2 Evaluacion del comportamiento asociado a TEA en ratones

Como hemos descrito anteriormente, los criterios diagndsticos del TEA se basan en las
caracteristicas del comportamiento que presentan los pacientes, agrupados en dos sintomas

principales (APA, 2013):
- Patrones repetitivos y restringidos de conductas, actividades e intereses
- Déficits persistentes en interaccion social y comunicacion social

Para validar el criterio de face validity en los modelos animales de autismo es fundamental
poder evaluar comportamientos analogos a estos sintomas. En este punto vamos a explicar
los paradigmas mas aceptados entre la comunidad cientifica para analizar en roedores
comportamientos asociados a los sintomas del TEA (Crawley, 2007, 2012; Pasciuto et al.,

2015).

4.2.1 Analisis de patrones repetitivos de conductas y actividades

En pacientes, las conductas repetitivas y restrictivas se manifiestan con un comportamiento
motor repetitivo sin motivo aparente y una fuerte adherencia a rutinas y hdbitos
estereotipados. La frecuencia de aparicion y duracién de los comportamientos repetitivos se

utiliza para puntuar la severidad del TEA en la clinica (APA, 2013).

Las pruebas para evaluar el comportamiento repetitivo en modelos de ratdon se basan en la
observacion de repeticiones en comportamientos espontaneos. Uno de los paradigmas mas
utilizados es el test de self-grooming, que analiza los eventos de acicalamiento espontaneo

gue presenta el raton (Figura 7).

Figura 7. Esquema grafico del comportamiento de acicalamiento repetitivo.
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4.2.2 Evaluacion de los déficits en interaccion social

Los roedores son animales altamente sociables. Uno de los test mas sensibles y mas
utilizados para estudiar la interaccion social en ratones es el test de sociabilidad 3-chamber,
gue permite cuantificar la aproximacion social iniciada por el ratéon a evaluar. En esta prueba
se necesitan tres habitaciones conectadas —una central y dos laterales— a través de las
cuales el ratdn puede moverse libremente. En las habitaciones laterales se coloca un cilindro
enrejado que contiene un estimulo social —un ratén desconocido del mismo sexo y edad—
0 uno no social —un objeto de dimensiones similares a un ratén— (Figura 8). Un mayor
tiempo de interaccidon con el ratdn que con el objeto refleja la preferencia por la interaccion

social.

En una segunda fase de la prueba el objeto se reemplaza por un ratén nuevo (Figura 8). De
esta forma se puede cuantificar la preferencia por la novedad social, entendida como un
mayor tiempo de interaccion con el ratdn recientemente introducido (nuevo) frente al ratén

comun con la fase anterior (familiar).

ratén

familiar

Figura 8. Esquema gréfico de la prueba de sociabilidad 3-chamber. La fase de preferencia social se

muestra en la parte superior y la fase de preferencia por la novedad social en la inferior.

4.2.3 Evaluacion de los defectos en la comunicacidn social

Una parte muy importante de la comunicacién entre los roedores se basa en el olfato, que

es el sentido que tienen mds desarrollado. Esto les permite diferenciar y sentirse atraido por
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los nuevos olores y discriminar entre olores sociales y no sociales. Para evaluar la
comunicacidon social guiada por la olfaccion se ha establecido el test de

habituacion/deshabituacion a la olfaccion (Yang et al., 2009).

En esta prueba los ratones se exponen repetida y secuencialmente a olores no sociales y
sociales, cuantificandose el tiempo que invierten oliendo cada uno de ellos (Figura 9). La
comunicacién social se asocia al incremento en interaccidon con los olores sociales con

respecto a los no sociales.

V4
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Figura 9. Esquema grafico de la prueba de habituacién/deshabituacion de la olfaccion.
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Il. ANTECEDENTES DEL PROYECTO

1. Mutaciones especificas de BNrxnl en pacientes con autismo

Como ya hemos explicado en la Introduccion, existen numerosos estudios genéticos que
ponen en manifiesto la contribucion de la ruta de Nrxns/NLs/Shanks en el autismo.
Repetidamente se han descrito deleciones en el gen NRXN1 en pacientes con ASD que
afectan a isoformas aNRXN1 y algunas que afectan a las regiones compartidas con 6NRXN1.
En los ultimos afios se han descrito ademas mutaciones especificas de las isoformas BNRXN1
que afectan al codén de inicio de la traduccion (Camacho-Garcia et al., 2012, 2013) (Figura
10). Las mutaciones de BNRXN1 que afectan al inicio de la traduccién provocan el uso de un
codon de inicio alternativo situado en Met+5, que conlleva una reduccion en los niveles
sinapticos de la proteina BNrxn1 en cultivos neuronales (Camacho-Garcia et al., 2013, 2012).
Por ello, se ha sugerido que la hipofuncion de BNrxnl en la sinapsis podria jugar un papel

importante en la etiologia del ASD.

o

-3G=>T 3G>T
3G>A

Figura 10. Esquema que muestra la agrupacion de las mutaciones puntuales encontradas en
pacientes con ASD en el promotor y el codén de inicio del gen BNRXN1 (Camacho-Garcia et al., 2013,

2012). SP- péptido seiial.

2. Generacion de un raton mutante para modelar la disfuncion de

BNrxnl

Con el objetivo de modelar la disfuncién causada por mutaciones en BNRXNI1 nuestro
laboratorio decidié utilizar una aproximacion de dominante negativo. En el caso de Nrxns, el

uso de un dominante negativo presenta ventajas interesantes respecto al empleo de ratones
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KO. Por una parte, los pacientes con ASD presentan una alta heterogeneidad genética, casi
privada, con tipos diversos de mutaciones y regiones afectadas, lo que dificulta la seleccién
de una mutaciéon concreta. Como hemos visto, la presencia de deleciones y de mutaciones
puntuales puede resultar en una hipofuncion de BNrxnl. Por ello, un dominante negativo
gue modele esta disfuncidon representa una oportunidad de estudiar la patologia de un
conjunto de mutaciones descritas en pacientes. Por otro lado, el elevado numero de
isoformas diferentes de Nrxns (Schreiner et al., 2014) hace muy complicado el estudio de Ia
hipofunciéon de isoformas concretas. Los ratones KO de Nrxns eliminan la expresion de todas
las isoformas de los genes delecionados, por lo que no permiten analizar la contribucién
individual de una isoforma concreta. Debido a que diferentes isoformas de splicing se
expresan en distinto tipo neuronal (Fuccillo etal., 2015; Nguyen et al., 2016) y pueden
desempeiiar funciones alternativas en distinto circuito cerebral (L. Y. Chen etal.,, 2017),
decidimos estudiar la disfuncién de una isoforma concreta de BNrxnl, la isoforma BNrxnl
AS4-. De entre las isoformas de Nrxnl, BNrxn1 AS4- es la Unica se une con alta afinidad a NL1
y presenta ademas unién con LRRTMs (Boucard et al., 2005; Chih et al., 2006; Comoletti
et al., 2006; Ko et al., 2009; Koehnke et al., 2010).

Con el objetivo de generar un mutante dominante negativo de BNrxnl AS4-, nuestro
laboratorio disefié una proteina mutante truncada en el dominio intracelular que mantiene
los dominios extracelular y transmembrana de BNrxnl AS4-. Se bautizé con el nombre de
BNrxn1 Delta-Citoplasmico (BNrx1AC). Con esta estrategia se buscaba mantener la
interaccion con ligandos transinapticos a través del dominio extracelular, impidiendo al
mismo tiempo la transduccién de sefiales en el terminal presinaptico por carecer del
dominio intracelular (Figura 11). La proteina se marcé con la etiqueta HA en el extremo N-

terminal para poder ser detectado con anticuerpos anti-HA (HA-BNrx1AC).
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Figura 11. Representacion esquematica de la prediccion de la disposicidon del mutante HA-BNrx1AC
en la sinapsis. A.- Esquema de la sinapsis en ausencia del mutante. B.- Esquema de la sinapsis

incluyendo la proteina mutante HA-BNrx1AC.

3. Caracterizacion y efectos del mutante HA-BNrx1AC in vitro

Como primer paso de la caracterizacion del mutante HA-BNrx1AC se analizé la expresién y
los efectos in vitro. Estos experimentos se realizaron en su mayoria por el Dr. Luis Garcia

Rabaneda (LGR).

Las Nrxns se insertan en la membrana del terminal presinaptico (Dean et al., 2003) y se ha
descrito la necesidad del dominio citopldsmico para su localizacién en membrana (Fairless
etal.,, 2008). Para analizar si el mutante HA-BNrx1AC alcanza la membrana celular,
realizamos experimentos de inmunofluorescencia y de marcaje con biotina. Para ello,
transfectamos con GFP y HA-BNrxnl AS4- (HA-BNrxnl) o HA-BNrx1AC células de la linea
HEK293T, que carece de expresién de Nrxns enddégenas que pudieran corregir la localizacién
de mutantes exdgenos de Nrxns. Debido a que la etiqueta HA se localiza en el extremo N-
terminal en ambas construcciones, la presencia en la superficie celular se puede detectar en
experimentos de inmunofluorescencia de céluas sin permeabilizar. Mediante la tincidon con
el anticuerpo anti-HA detectamos la proteina HA-BNrx1AC en la superficie de células sin
permeabilizar en igual medida que detectamos la proteina no truncada HA-BNrxnl (figura
12). Por lo tanto y en contra de lo esperado (Fairless et al., 2008), la ausencia del dominio

citoplasmico no impide la localizacién en membrana de BNrxnl.
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Figura 12. Deteccidon de proteina HA-BNrx1AC en la superficie de células HEK293T sin permeabilizar
mediante inmunofluorescencia. Células co-transfectadas con GFP y HA-BNrxn1l o HA-BNrx1AC fueron
analizadas permeabilizadas o sin permeabilizar con anticuerpos anti-HA (rojo). Nétese la presencia de
HA-BNrxnl y HA-BNrx1AC en la membrana de células sin permeabilizar. La incubacién con anti-GFP
(azul) se utilizé como control de la no permeabilizacion en los paneles inferiores y la fluorescencia
directa de GFP como control de transfeccién (verde). Escala de de tamafio: 5um. Experimento

realizado por LGR.

Estos resultados se confirmaron en cultivos primarios de neuronas de hipocampo. Tras
infectar los cultivos con particulas lentivirales que codifican GFP, HA-BNrx1 o HA-BNrx1AC se
realizd un marcaje de biotina superficial para purificar mediante afinidad a estreptavidina las
proteinas presentes en la superficie. Como podemos ver en la figura 13, el mutante HA-
BNrx1AC estaba presente en la fraccidn enriquecida en proteinas de membrana, de manera
similar a la proteina HA-BNrx1. La prediccién del peso molecular de BNrxnl enddgena es de
42,14kDa. Sin embargo, trabajos previos han demostrado que el dominio extracelular de las
Nrxns sufre procesos de glicosilacion que incrementan el peso molecular de la proteina
madura en membrana (Ushkaryov et al., 1994). Debido a que el dominio extracelular del
mutante HA-BNrx1AC no estad afectado, esperdbamos que la proteina madura sufriera el
mismo proceso de glicosilacién si el transporte a membrana no se viera afectado. En el

experimento realizado observamos tres bandas de HA-BNrxn1 en la fraccion de membrana,
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con pesos moleculares aproximados de 54, 65 y 110kDa. El fragmento C-terminal del que
carece el mutante HA-BNrx1AC tiene un peso molecular de 6kDa. Por ello, la banda
detectada a unos 48kDa en el mutante indicé que el cambio de peso molecular con respecto
a la banda inferior de HA-BNrxn1 sélo se debe a la diferencia en el nUmero de aminoacidos,
por lo que corresponde a formas maduras de la proteina. Este experimento confirma en
neuronas la expresién en membrana de formas maduras del mutante HA-BNrxnl que

habiamos observado en el sistema heterdlogo.
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Figura 13. Experimento de marcaje de proteinas de superficie celular con biotina en neuronas
infectadas con GFP, HA-BNrxn1 (B1) o HA-BNrx1AC (AC). Los lisados y las proteinas purificadas por la
afinidad biotina/estreptavidina se analizaron por western blot con los anticuerpos anti-HA y anti-N-
cadherina, como control del enriquecimiento en proteinas de membrana. A la derecha se indica el

peso molecular de referencia. Experimento realizado por Estefania Robles Lanuza.

Una vez confirmado que la ausencia del dominio citoplasmico no afecta a la localizacion de
la proteina en membrana, se analizé la capacidad de HA-BNrx1AC para mediar uniones con
ligandos postsinapticos. Esta pregunta se abordd en experimentos de co-cultivo de neuronas
con células HEK293T no neuronales transfectadas con ligandos postisnapticos (Scheiffele et
al., 2000). Entre los distintos ligandos de BNrxns, se ensayo la capacidad de VSV-NL1 para
reclutar a HA-BNrxnl y HA-BNrx1AC expresados en neuronas de hipocampo por infeccién
lentiviral. Como se puede observar en la figura 14, la expresion de NL1 recluta con muy alta
eficiencia la proteina HA-BNrx1AC a contactos glutamatérgicos —identificados con el
anticuerpo anti-VGIluT1— de manera similar a HA-BNrxn1l. Por otra parte, el reclutamiento

de VGIUT1 no se vio afectado por la expresion de HA-BNrx1AC (Figura 14), sugiriendo que el
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reclutamiento de vesiculas sinapticas se realiza por un mecanismo no mediado por el

dominio citopldsmico de BNrxn1.

HEK293T

VSV-NL1 VGIuT1 HA Merged

Control

Neuronas
HA-BNrxn1

HA-BNX1AC

Figura 14. Reclutamiento de HA-BNrxn1 y HA-BNrx1AC a células HEK que expresan VSV-NL1. Cultivos
primarios de hipocampo infectados con particulas lentivirales que expresan HA-BNrx1 o HA-BNrx1AC
y HEK293T transfectadas con con VSV-NL1 se co-cultivaron vy tifieron con los anticuerpos anti-VSV

(verde), anti-vGIuT1 (rojo) y anti-HA (azul). Escala de tamafio: 5um. Experimento realizado por LGR.

Una vez se hubo verificado la llegada de la proteina mutante a la membrana y su capacidad
de formar uniones transinapticas, se analizé su posible efecto como dominante negativo
sobre la funcién sinaptica. Para ello, se evalud la liberacién vesicular de neurotransmisores
en neuronas control y en neuronas que expresan HA-BNrxnl o HA-BNrx1AC. Para analizar la
liberacion vesicular se expreso por transfeccion la sonda SypHy. Esta molécula contiene una
molécula de GFP con fluorescencia ecliptica posicionada en el interior de la vesicula
sindptica, gracias a la cual los eventos de liberacion vesicular se detectan como incrementos
en la fluorescencia de GFP. Se registré la fluorescencia emitida en respuesta a estimulos
eléctricos con 40, 100 y 300 potenciales de accién (AP). Como se puede observar en la figura
15, la expresion de HA-BNrxnl no afectd al incremento de fluorescencia tras los trenes de
estimulacidon, comparado con sinapsis control de cultivos no infectados. Sin embargo,
cuando las neuronas expresaban el mutante HA-BNrx1AC la liberacion vesicular sufrié una
reduccion del 30% (Figura 15). Por lo tanto, la ausencia de la cola citoplasmica de BNrxnl

efectivamente provoca inhibicidon de la liberacidn vesicular en el terminal presinaptico.
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Figura 15. Descenso de la liberacién vesicular sindptica en neuronas que expresan HA-BNrx1AC. En la
parte superior se muestran fotogramas de neuronas control o transfectadas con HA-BNrx1 o HA-
BNrx1AC y transfectadas con la sonda Syphy, durante la estimulacion con 40, 100 y 300 potenciales
de accién (AP). Las graficas representan la cuantificacidn de los incrementos de fluorescencia (AF) de

las sinapsis durante los trenes de estimulacion. Experimento realizado por LGR.

El conjunto de los datos in vitro demuestra que la carencia del dominio citoplasmico en el
mutante HA-BNrx1AC no afecta a la localizacién en membrana ni a la unién con ligandos
postsindpticos, mientras que afecta a la funcidon presindptica reduciendo la liberacion
vesicular. Estos resultados prueban la validez de la construccion HA-Nrx1AC como
dominante negativo para provocar defectos sinapticos en la ruta de sefnalizacion mediada

por BNrxns in vitro.

4. Generacion de un raton transgénico del mutante HA-BNrx1AC

Con el objetivo de generar la disfunciéon de BNrxnl in vivo, nuestro laboratorio decidié
generar un ratdn transgénico que expresara la construccién HA-BNrx1AC con un patrén
espacio-temporal concreto. Dentro del patron espacial, el objetivo fue expresar el

dominante negativo en regiones con elevada expresion de isoformas carentes del inserto de
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splicing AS4, como son las regiones del prosencéfalo (Ehrmann et al., 2013). Ademas, dentro
del prosencéfalo, la corteza y el estriado destacan entre las regiones afectadas en pacientes

con TEA-

Respecto al patron temporal, las Nrxns endégenas se expresan en el cerebro en desarrollo y
maduro (Ehrmann et al., 2013; lijima et al., 2011). Esta expresién temporal tan amplia nos
sugirié dos posibilidades para evaluar el impacto de la disfunciéon de BNrxnl en la etiologia
del autismo. Una opcién posible es que un defecto en la funcion de BNrxnl previo a la
aparicién de los sintomas genere cambios neuronales duraderos que no sean patentes hasta
la infancia. Otra alternativa es que los sintomas se desencadenaran como consecuencia de
una disfuncidn continua y crénica de BNrxnl presente durante toda la vida del paciente.
Debido a que la expresion de Nrxns se extiende mas alld de la etapa de formacion de los
circuitos, decidimos evaluar el impacto crénico de la disfuncion de BNrxnl en circuitos

postnatales.

Para dirigir la expresién del mutante HA-BNrx1AC de manera controlada en el tiempo y el
espacio nuestro grupo seleccioné el promotor de la proteina quinasa dependiente de calcio
y calmodulina tipo Il (CaMKII), activo a nivel postnatal y en las neuronas principales del
prosencéfalo —como corteza y estriado—. Se utilizd dentro del método inducible Tet-off,
que permite inhibir la expresion del gen exdgeno para poder estudiar la posible reversion del
fenotipo. El Tet-off es un sistema transgénico binario en el cual la expresién del transgén de
interés depende de la actividad de un activador transcripcional inducible (Furth et al., 1994;
Gossen & Bujard, 1992). Las caracteristicas principales de las dos lineas de ratones simples
transgénicos que se utilizaron para generar el ratén doble transgénico BNrx1AC se resumen

a continuacion:

- CaMKII-tTA: Es el transactivador controlado por tetraciclina (tTA) bajo el promotor de

CaMKII. Esta linea de ratén transgénico fue generada por Mayford et al (1996).

- TRE-HA-BNrx1AC: Es el mutante HA-BNrx1AC generado en nuestro laboratorio bajo el

control de un promotor con el elemento de respuesta a tetraciclina (TRE).

Segun el disefno de esta aproximacion, el promotor CaMKII es activo a nivel postnatal y dirige

la expresion del transactivador tTA a las neuronas principales del prosencéfalo. En
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condiciones basales, el factor de transcripcion tTA se une al promotor TRE y activa la
expresion del mutante HA-BNrx1AC. En cambio, en presencia de Tetraciclina o analogos
como la doxiciclina (Dox), se bloquea esta unién y tTA no puede activar al promotor TRE, por

lo que la expresidon del mutante HA-BNrx1AC se inactiva (Figura 16).

TRE-HA-BNrx1AC

Figura 16. Esquema del sistema Tet-off empleado para generar la linea de ratdn doble transgénico
BNrx1AC. En rojo se indica la secuencia codificante del mutante de BNrxn, el cual se expresa cuando
el promotor TRE se activa por el transactivador tTA en las neuronas postnatales del prosencéfalo con

actividad del promotor CaMKII. La presencia de Dox impide esta activacidn.

En resumen, para modelar la disfuncion de BNrxns provocada por diversas mutaciones
encontradas en pacientes con autismo en nuestro laboratorio se generd el mutante HA-
BNrx1AC. Esta proteina truncada puede interaccionar con ligandos postsinapticos pero actua
como un dominante negativo, ya que reduce la liberacidn vesicular de neuronas en cultivo.
Utilizando este mutante como herramienta molecular generamos la linea de ratdn
transgénico BNrx1AC mediante el sistema inducible Tet-off, para dirigir la expresién
postnatal e inducible del mutante a neuronas principales del prosencéfalo y de esta forma

provocar la disfuncién crénica de BNrxns en estos circuitos.
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Illl. OBJETIVOS

Los objetivos principales de esta Tesis Doctoral han sido:

1. Caracterizacion espacio-temporal de la expresion del mutante HA-BNrx1AC vy el
posible papel como dominante negativo de la funcién sinaptica in vivo en el

raton BNrx1AC.

2. Analisis del comportamiento asociado al autismo en ratones BNrx1AC y de la
posible reversibilidad al apagar la expresidon del mutante HA-BNrx1AC en etapas

adultas.

3. Estudio de las rutas y mecanismos candidatos afectados por la disfuncion de

BNrxn1 en ratones BNrx1AC.

4. Diseccion de los circuitos sinapticos y cerebrales relacionados con la interaccién

social y afectados por la disfuncién postnatal de BNrxn1.



IV. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos celulares

1.1 Mantenimiento de células HEK293T

La linea celular HEK293T proviene de células embrionarias de rifidn humano,
transformadas con los genes E1A y E1B. Se utilizaron en esta tesis por su facilidad para
ser transfectadas y sobrexpresar proteinas exdégenas. El mantenimiento de las células
HEK293T se realizé en frascos de cultivo (Biofil) con medio de cultivo DMEM (Gibco)
suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS HyClone, Thermo Fisher Scientific),
2mM glutamax (Gibco) y 100U/ml penicilina + 100ug/ml estreptomicina (Gibco). Las
células se mantuvieron en un incubador en condiciones estables a 37°C y con 5% de

CO,.

1.2 Transfeccion de células HEK293T

Células HEK293T sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos el dia anterior se
transfectaron  utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante y con un maximo de 500ng de DNA plasmidico por
pocillo. Las células se mantuvieron en el incubador durante 24-48 horas para permitir

la expresidn de las proteinas exdgenas.

1.3 Produccion lentiviral

Todos los protocolos que incluyen manejo de lentivirus se realizaron en una campana
de seguridad bioldgica clase 2 (Telstar) y los residuos generados se desinfectaron con
lejia y se desecharon en un contenedor de residuos sanitarios infecciosos. La
produccidon de particulas lentivirales se realizé6 como ha sido descrito previamente
(Gascén et al., 2008). Por cada cada preparacioén lentiviral se utilizaron dos placas de

cultivo de 15cm de didmetro, cada una sembrada con 15x10° células HEK293T en un
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volumen de 25ml de medio de cultivo. A las 24 horas de la siembra se descartaron 5mil
de medio y tras 1 hora se transfectaron las células mediante el método de fosfato
calcico con los siguientes plasmidos: pCAG-VSVgAC, A8.9 y el vector lentiviral de
transferencia. pCAG-VSVgAC codifica para la proteina de la capsida del virus de la
estomatitis vesicular (VSV) sin el epitopo VSV para evitar problemas de reaccidn
cruzada con anticuerpos anti VSV. A8.9 codifica para la maquinaria de
retrotranscripcion e integracion del material génico. El vector lentiviral codifica la
secuencia de interés bajo el control del promotor de sinapsina. La mezcla de DNA
plasmidico (20ug del vector lentiviral especifico, 20ug de A8.9 y 10ug de VSVg) se
incubd con 200ul CaCl, 2.5M y agua estéril hasta completar 2ml. Posteriormente, gota
a gota y en agitacién sobre el vortex se anadieron 2ml de HBS 2x pH 7.05 (1,5 mM
Na,HPO4, 280 mM NaCl, 50 mM HEPES). Se mezclaron los componentes por burbujeo
durante 1 minuto, provocado por la expulsion de aire con un pipeteador automatico
acoplado a una pipeta serolédgica de 1ml. La mezcla se afiadid gota a gota a la placa de
cultivo mientras ésta se agitaba lentamente. Las células se incubaron durante 4 horas a

37°C, se lavaron con PBS atemperado y se afiadieron 20ml de medio nuevo.

Tras 72 horas de expresion se procedié a la recoleccién de las particulas virales
generadas. El medio se centrifugd a 2.000rpm durante 5 minutos para eliminar restos
celulares y se filtré6 con una membrana de SFCA de 0.45um de poro (Nalgene). El
medio filtrado se pasé a tubos Ultra-Clear de 38.5ml (Beckman Coulter) y las particulas
virales presentes se concentraron mediante ultracentrifugacién a 25.000rpm durante
90 minutos en la ultracentrifuga Optima L-100 XP con el rotor Sw32 Ti. El pellet se
resuspendid en 100ul de PBS frio y se dejé a 4°C durante 24 horas. Pasado este

tiempo, la preparacion lentiviral se alicuotd y almacend a -80°C hasta su uso.

1.4 Cultivo primario de neuronas de hipocampo de rata

Los cultivos de neuronas de hipocampo se realizaron a partir de embriones E18 de
ratas gestantes Wistar provenientes del Servicio de Produccién y Experimentacién
animal del IBiS. La rata gestante se sacrificd por inhalacion de CO, y se extrajo por

cesarea el Utero con los embriones. Los cerebros de los embriones se colocaron en una
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placa de 6cm de diametro con DMEM suplementado con 2mM de Glutamax sobre
hielo. Bajo la lupa de diseccidn, se extrajeron los hipocampos con unas pinzas de punta
fina Dumont #5 (Fine Scientific Tools) y se distribuyeron en placas de 3.5cm de
diametro conteniendo 2ml de DMEM suplementado con 2mM de Glutamax. En la
campana de flujo laminar se practicaron dos cortes con un escalpelo a cada hipocampo
y se anadieron 2.2ml de tripsina al 2.5% (Gibco) y se dejo actuar en el incubador
durante 30-40 minutos. Los hipocampos se disgregaron mecanicamente en un tubo
con 2ml de medio DB1 haciéndolos pasar 20 veces de forma secuencial por pipetas

Pasteur con aperturas reducidas al fuego al 50 y 25%.

Las células disgregadas se contaron utilizando azul de Tripan en una cdmara Neubauer.
Se sembraron 65.000 células por pocillo de una placa de 24 pocillos previamente
tratadas de las placas con poli-D lisina 0.5mg/ml en acido bérico filtrado 75mM pH 8.2.
Las células se cultivaron en medio DB1 (DMEM, suplementado con 10% suero fetal
bovino, 44.4mM D (+) glucosa (Sigma), 2mM Glutamax, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina) durante 2.5 horas en el incubador. Posteriormente, el medio de
siembra DB1 se sustituyd con medio Neurobasal-B27 (Neurobasal (Gibco), B27
(Invitrogen), 2mM Glutamax, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina)

atemperado y equilibrado.

1.5 Infeccion de cultivos neuronales

Las neuronas crecidas en pocillos de placas de 24 pocillos se infectaron a dia in vitro
(DIV) 3 bajo una campana de seguridad bioldgica afiadiendo la cantidad establecida de

particulas lentivirales concentradas y se permitio la expresion durante 10 dias.

2. Aspectos generales derivados del trabajo con un modelo

animal

2.1 Normativa del uso de animales de experimentacién
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Todos los procedimientos con animales de experimentacién animal realizados en esta
Tesis Doctoral siguieron la normativa marcada por el Real Decreto 53/2013, en el que
se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales
utilizados en experimentacién y fueron realizados por personal cualificado. Todos los
experimentos realizados con animales en esta tesis doctoral han sido aprobados por el

Comité Etico para la Experimentaciéon Animal de la Universidad de Sevilla.

La estabulacién de animales se realizd en Centros de experimentacién animal
autorizados por la Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente
(ES410910008010, ES410910008015 y ES410910008009). Los ratones se mantuvieron
con temperatura constante de 22%1°C, acceso ilimitado a comida y agua, y en
habitaciones con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno, de acuerdo a las

directrices europeas (Directiva 2010/63/EU).

Los animales destinados a la extraccion de muestras se sacrificaron mediante
dislocacidén cervical. En casos indicados, el sacrificio se realizd mediante anestesia letal
con inyeccion intraperitoneal de Tiobarbital (Braun). Para los procedimientos que
requerian recuperacion tras la anestesia se utilizd una mezcla de Ketamina/Xilacina en
proporcion 80/20 con concentraciones 100mg/kg de Ketamina (Ketolar, Grupo Pfizer) y

12mg/kg de xilacina hidrocloruro de xilacina (Rompum, Bayer).

2.2 Procedencia de la linea de ratones BNrx1AC

La linea de ratones doble transgénica BNrx1AC (CaMKlla-tTA;TRE-HA-BNrx1AC)
procede del cruce de ratones simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC con simples
transgénicos CaMKIlla-tTA. El transgén TRE-HA-BNrx1AC fue generado en nuestro
laboratorio e insertado mediante inyeccion pronuclear en el genoma de ratones de la
cepa FVB en el Servicio General de Produccidon y Experimentacién Animal de la
Universidad de Sevilla. Los ratones TRE-HA-BNrx1AC se retrocruzaron durante 4
generaciones con ratones de la cepa C57BL6/). La linea de ratones simples
transgénicos CaMKlla-tTA se generd por Mayford et al. (1996) y fue generosamente
cedida a nuestro laboratorio por el Dr. Angel Barco en la cepa de ratén C57BL6/J.
Como control, se utilizaron ratones wild-type, simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC y

42



Materiales y métodos

simples transgénicos CaMKlla-tTA hermanos de camada. La identificacién de los

ratones se realizd colocando micro-etiquetas codificadas en la oreja.

2.3 Extraccion de DNA y genotipado de ratones

El genotipado de los ratones se realizé mediante amplificacion por PCR. Muestras de 1-
2mm del extremo de la cola. Se incubd durante 45minutos a 95°C en 75ul de buffer A
(25mM NaOH, 0.2mM EDTA) vy se neutralizé con 75ul de buffer B (40mM Tris-HCI pH
5.5).

Para la reaccién de PCR se utilizaron 50ng de DNA, la polimerasa GoTaq Flexi
(Promega) y las parejas de oligonucleétidos indicados en la tabla 2. La reaccién de PCR
se llevd a cabo en el termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied Biosystems),
utilizando el siguiente programa: 3 minutos de desnaturalizacién a 94°C, 35 ciclos de
desnaturalizacion (94°C 45segundos) hibridacién (45segundos a 58°C) y extension
(45segundos a 72°C) con 7 minutos finales a 72°C. El producto resultante se migré en
un gel de 0,8% agarosa (Pronadisa) disuelta en TAE (40 mM Tris pH 7.6, 20mM a&cido
acético, 1 mM EDTA) teiido con 0.002% SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen),

mediante electroforesis en el equipo Mupid-one (Takara).

Fragmento amplificado | Oligonucleétido directo Oligonucledtido reverso

Control positivo 5'- GCTGGAAACGATCACATACCG -3' | 5'- AGCTCCTGATGATCCAATGG -3'
TRE-HA-BNrx1AC 5'- ATCCACGCTGTTTTGACCTC -3' 5'- AACAGTGCTAAACCCGATGG -3'
CaMKlla-tTA 5'- CCTCGCAGACAGCGAATTC -3' 5'- TTGTGGACTAAGTTTGTTC -3'

Tabla 2. Secuencias de las parejas de oligonucleétidos utilizadas para el genotipado de los

ratones de la linea BNrx1AC por PCR.

3. Experimentos de comportamiento en ratones

Para evitar variaciones que pudieran afectar a los ensayos de comportamiento, como
minimo 3 dias antes del comienzo los ratones se estabularon individualmente o por

parejas en una jaula con serrin limpio, que no se cambid hasta la finalizacién de la
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tanda de experimentos. Para disminuir el estrés por el manejo, el experimentador que

realizé las pruebas manipuld los ratones en la sala de comportamiento durante 2-5

dias antes de las pruebas comportamentales. El investigador no utilizé perfume y se

evito realizar ruidos que pudieran alterar los resultados. Los ratones se trasladaron a la

sala de comportamiento un minimo de 30 minutos antes del inicio de las pruebas de

comportamiento, que se realizaron en la fase de luz y en la franja horaria de 8:00 a

15:00 horas.

3.1 Analisis SHIRPA

Antes de la realizacion de experimentos de comportamiento, las poblaciones de

ratones se testaron con la bateria de test primarios SHIRPA (SmithKline Beecham,

Harwell, Imperial College and Royal London Hospital phenotype assessment) (Rogers

et al., 1997) recogidas en la siguiente tabla:

Reflejo analizado

Observacidn o procedimiento

Posicion corporal y
actividades espontaneas

temblor, espasmos, saltos

Reflejo de enderezamiento

capacidad de girarse para apoyarse sobre las patas tras colocarle
en decubito prono

Fuerza de garrasy
extremidades

capacidad de agarrarse a una reja horizontal elevada cuando es
volteada para dejarlos boca arriba durante un minuto

Curvatura del tronco

suspension de la cola

Capacidad de visiéon

alargamiento de las extremidades anteriores cuando se acerca a
una superficie suspendido por la cola

Reflejo auricular o de
sobresalto auditivo

sobresalto que es producido por un ruido seco y fuerte sin que el
ratdn vea el origen

Reflejos faciales

estimulacidn tactil de la oreja, bigotes y parpado para evaluar la
retirada de oreja y bigotes o cierre del ojo

Tabla 3. Tests de la bateria SHIRPA evaluados.

3.2 Test de campo abierto

La prueba de campo abierto se realizé en un cuadrado de metacrilato gris de 45 x

45cm con paredes opacas (Harvard Apparatus). Se permitié al ratdon explorar
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libremente el espacio durante 15 minutos, mientras se grabaron sus movimientos. La
deteccion automatica del ratén mediante el programa Viewer 3 (Biobserve) permitio

analizar la distancia total recorrida y el tiempo invertido en la zona central (15x15cm).

3.3 Test de rotarod

El dia antes del test los ratones tuvieron dos sesiones de entrenamiento separadas por
2 horas en un aparato rotarod acelerado (Ugo Basile 7650) con velocidad
incrementada desde 4 a 20rpm durante 2.5 minutos. Desde el dia 1 al 4 del test, se
realizaron dos pruebas diarias a velocidad 4-40rpm durante 5 minutos. La latencia de

caida de cada dia se midio con el promedio de las dos sesiones.

3.4 Reconocimiento de nuevos objetos

El protocolo se realiz6 como ha sido descrito por otros (Leger etal., 2013; Vogel-
Ciernia et al., 2014). En la caja del test de campo abierto se colocaron dos objetos
idénticos distanciados entre ellos y adheridos a la base. El ratén del test explord la caja
y los objetos libremente durante 10 minutos. A las 24 horas, se reemplazé uno de los
dos objetos por uno diferente y se vuelve a colocar el ratédn durante 5 minutos,

durante los que se contabilizé el tiempo de interaccién con ambos.

3.5 Test de self-grooming

El ratdn a evaluar se habitud durante 10 minutos a una jaula vacia y limpia. Durante los
siguientes 10 minutos, se cuantifico el tiempo de acicalamiento y el nimero de
eventos de self-grooming. Un evento se defini6 como la secuencia esterotipada de
acicalamiento, la cual normalmente comienza en las patas delanteras, continda en el
cuerpo y finalmente en la cola. Aunque no siempre la realizaron al completo, se pre-
fij6 una duraciéon minima de un segundo realizando parte de esta secuencia para que

un evento fuera cuantificado como tal.
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3.6 Prueba de sociabilidad 3-chamber

La prueba de sociabilidad 3-chamber se realizd en un aparato de metacrilato

transparente especificamente disefiado para evaluar la interacciéon social (Panlab-

Harvard Apparatus) (Moy et al., 2004). El area total (60x42cm) estd dividida en tres

estancias (una central y dos laterales, cada una de 20x42cm) conectadas entre si

mediante unas puertas que pueden ser bloqueadas por unas compuertas deslizantes.

El protocolo del test de 3-chamber se realizd como ha sido descrito en la literatura

(Moy et al., 2004) y consta de cuatro etapas de 10 minutos:

Pre-habituacion. El ratén se colocd en la estancia central, con las compuertas

gue comunican con las habitaciones laterales cerradas.

Habituacion: El raton podia moverse libremente por las tres habitaciones del
aparato. En cada habitacion lateral se colocé un cilindro enrejado. En esta fase
se verificd que el ratén exploraba las dos habitaciones laterales, sin presentar

preferencia por un lateral.

Fase de preferencia social. Dentro de los cilindros enrejados de las habitaciones
laterales se colocaron los estimulos social o no social. El estimulo social
consistio en un ratén desconocido de la misma cepa, edad y sexo que el ratén
testado. El estimulo no social fue un objeto de unos 4cm de altura que no

presentaba olor y situado centrado en el cilindro.

Fase de preferencia por la novedad social. Se reemplazé el objeto de la fase
anterior (familiar) por un ratéon desconocido (nuevo) de cepa, edad y sexo

similar al raton analizado.

Se cuantificé el tiempo de interaccidn con los estimulos presentados como el contacto

directo del hocico con el cilindro.

3.7 Test de habituacién/deshabituacion de la olfacciéon
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El protocolo se realizé segun ha sido descrito (Yang & Crawley, 2009). El ratéon se
habitué durante 20 minutos a una jaula limpia sin serrin, cubierta por una rejilla.
Durante los primeros 10 minutos de la habituacion se colocé un bastoncillo de algoddn
en la rejilla, de manera que el algodén quedara situado a 9cm de altura desde la base
de la jaula. Esta altura evitaba los encuentros causales con el algoddn. El bastoncillo se
elimind durante el resto de la habituacion. Posteriormente, se realizaron
presentaciones secuenciales de 2 minutos de duracidon separadas de 1 minuto de
bastoncillos impregnados en diferentes olores. En total se utilizaron 5 olores (agua,
extracto de azahar, extracto de vainilla y orina de dos ratones C57BL/6J machos
diferentes). Se considerd tiempo de interaccidon cuando el animal elevaba las patas

delanteras acercando el hocico mas de 1cm al algodén.

3.8 Test de enterramiento de comida

Los ratones se privaron de comida 24 horas antes de realizar este test (Yang &
Crawley, 2009). El dia de la prueba se colocé al ratén en una jaula con 3cm de serrin
nuevo durante 5 minutos. Tras enterrar un pellet de comida bajo el serrin, se volvié a

introducir al ratéon y se cuantificé el tiempo transcurrido hasta desenterrar la comida.

4. Técnicas bioquimicas para el analisis de proteinas

4.1 Analisis de los niveles de proteinas mediante western blot

4.1.1 Obtencién de lisados a partir de tejido

Los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Tras separar la cabeza del
tronco, se separd la calota craneal para extraer el cerebro con una espatula. El tejido
se introdujo en una placa de 6cm de didmetro que contenia PBS frio y se colocd sobre
hielo para inhibir la degradacién del tejido. Bajo una lupa de diseccidn, se localizaron
las estructuras cerebrales de interés, que se diseccionaron en el menor tiempo posible

con unas pinzas de punta fina Dumont #5 (Fine Scientific Tools). El tejido diseccionado
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se pasd a un tubo de microcentrifuga Eppendorf y se procesé inmediatamente o se

congeld por inmersidn en nitrégeno liquido.

Las proteinas se extrajeron con el buffer de lisis (Tris-HCI 50mM pH7.4, NaCl 100mM,
MgCl, 5mM, Tritén X-100 1%, SDS 0.1%) suplementado con un cdctel de inhibidores de
proteasas (Complete Mini EDTA-free tablets, Roche). En el caso de los experimentos en
los cuales se analizaron fosforilaciones de proteinas, el buffer se suplementé
adicionalmente con un céctel de inhibidores de fosfatasas (n22, Sigma). Primero se
realizé una disgregaciéon mecanica utilizando un pistilo acoplado a un homogeneizador
portatil a motor (VWR). Tras 10 minutos en hielo, las muestras se homogeneizaron
pasandolas 5-10 veces por una jeringa de insulina de 27G (BD). Los restos insolubles se
descartaron mediante la centrifugacién del lisado a 13.000rpm durante 10 minutos a

4°C.

4.1.2 Obtencidn de lisados a partir de cultivos celulares

Las células sembradas en los pocillos se lavaron con PBS frio y tras retirarlo
completamente se afiadieron 100ul de buffer de lisis (Tris-HCI 50mM pH7.4, NacCl
100mM, MgCl, 5mM, Tritéon X-100 1%, SDS 0.1%) suplementado con un cdctel de
inhibidores de proteasas. Tras 10 minutos en hielo, las muestras se homogeneizaron
pasandolas 5-10 veces por una jeringa de insulina de 27G. Los restos insolubles se
descartaron mediante la centrifugacion del lisado a 13.000rpm durante 10 minutos a

4°C.

4.1.3 Electroforesis y transferencia de las proteinas

Las muestras a analizar se equilibraron por concentracién proteica total, cuantificada
mediante el kit BCA (Thermo Fisher Scientific). El volumen de muestra necesario para
obtener los pg de proteina requeridos se diluyé en buffer de carga (concentracién
final: 180mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 0.005% azul de bromofenol) y se

afadié B-mercaptoetanol (BioRad) hasta una concentracion final del 4% (568mM). Las
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muestras se calentaron a 95°C durante 5 minutos para favorecer la desnaturalizacion

de las proteinas.

Los geles de SDS-Bis Acrilamida para la separacion de las proteinas desnaturalizadas se
prepararon con un grosor de 1,5mm y 10 carriles. Contaban con dos fases de diferente
concentracion de bis-acrilamida 37.5:1. La solucion apiladora al 4% de bis-acrilamida
en la parte superior y la solucién separadora al 8-12% de bis-acrilamida, segun el peso
molecular de las proteinas a testar, en la parte inferior. La electroforesis se realizé
utilizando el sistema mini-Protean (Biorad) con buffer TGS (25mM Tris, 192mM Glicina,
0.1%SDS). Las muestras preparadas y el marcador de peso molecular (BIUEYE, JetBiofil)
se cargaron en los pocillos del gel y se aplicd una corriente constante de 100V. Las
proteinas separadas se transfirieron mediante transferencia humeda (25mM Tris,
192mM Glicina, 20% metanol) a una membrana PVDF de 0.45um (Millipore),
previamente activada con metanol 100%, mediante la aplicacidn de una corriente de

300mA durante 90 minutos.

Las uniones inespecificas se bloquearon mediante la incubacién durante 1 hora con 5%
leche desnatada deshidratada (alternativamente 5% BSA para el reconocimiento de
proteinas fosforiladas) en Tris Buffer Salino-Tween (TBS-T) (137mM NaCl, 20mM Tris,
1% Tween, pH 7.4). Posteriormente, se incubd la membrana con el anticuerpo primario
correspondiente diluido en solucién de bloqueo (concentraciones en tabla 4) durante 1
hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, siempre en agitacion. Tras realizar
3 lavados de 10 minutos con TBS-T, la membrana se incubd durante una hora con el
anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa HRP (Jackson
Immunoresearch) (Tabla 5) diluido 1:5000 en solucion de bloqueo y posteriormente se
lavd 3 veces durante 10 minutos. Para revelar la membrana se incubé con los reactivos
Clarity (BioRad) o Supersignal-Femto (Thermo Fisher Scientific) durante 1-3 minutos y
se detectd la quimioluminiscencia emitida con el aparato 1Q-Las4000-mini Gold
(GeneralElectrics). Se tomaron imagenes digitales seriadas con quimioluminiscencia

acumulada cada 10 segundos hasta la saturacion de la sefial.

Las imagenes obtenidas se cuantificaron mediante el software Quantity-One (BioRad).

Se seleccionaron 3 imagenes con diferente tiempo de exposicion no saturadas y se
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trazé un rectangulo del drea de una banda a analizar. Esta drea se clond sobre las
demads bandas de la imagen y sobre una regidn correspondiente a la sefial inespecifica.
Se cuantificé la suma de la intensidad de los pixeles dentro de cada darea, ajustado al
fondo inespecifico. Este proceso se repiti6 para las exposiciones seleccionadas,

clonando la disposicion de las dreas de cuantificacion.

4.2 Inmunoprecipitaciones de tejido

Todos los pasos de este protocolo se realizaron a 4°C o en hielo para evitar la
degradacion de las proteinas. Las estructuras cerebrales a analizar se diseccionaron y
se homogeneizaron en buffer de IP (5mM CaCly, 20mM Tris pH7.5, 0.1M NaCl, 5mM
MgCl,, 1% Tritdon x-100) en presencia de inhibidores de proteasas (Complete Mini
EDTA-free tablets, Roche). Posteriormente se centrifugaron durante 10 minutos a
13.000 rpm para descartar el material insoluble. Para reducir las uniones inespecificas
a la resina se procedid a pre-clarear el lisado mediante la incubacién durante 1 hora
con resina de sefarosa unida a proteina G (GE Healthcare) previamente equilibrada en
buffer de IP. Tras descartar la resina mediante una centrifugacién de 2 minutos a
2.000rpm, un 10% del lisado preclareado se guardd a -20°C para analizarlos en el
western blot como lisado de partida. Al resto se afiadid el anticuerpo correspondiente
y se incubd en rotacidn durante toda la noche a 4°C. Se afiadieron 50ul de la resina
diluida al 50% en buffer de IP y se incubd durante 1 hora en rotacién para captar los
inmunocomplejos. Tras centrifugar la muestra a 2.000rpm durante 2 minutos, se
realizaron 3 lavados de la resina con 1ml de buffer, eliminado el sobrenadantes
mediante centrifugaciones a 2.000rpm durante 1 minuto. Las proteinas se eluyeron
afiadiendo dos voliumenes de buffer de elucién (180mM TrisHCI pH 6.8, 2% SDS) a la
resina y se calenté a 95°C durante 5 minutos. Los complejos purificados se aislaron
mediante una centrifugacién de 5 minutos a 13.000rp y se suplementaron con 10%
glicerol, 0.005% azul de bromofenol y 4% de B-mercaptoetanol. El material

inmunoprecipitado se analiz6 mediante western blot.

4.3 Fraccionamiento subcelular de sinaptosomas
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Durante todo el proceso de la purificacidon las muestras se mantuvieron en frio. La
corteza de 2 animales del mismo genotipo se homogeneizd en 10ml de buffer A (5mM
HEPES pH7.4, 0.32M sacarosa, 1mM NaHCO;, 1mM MgCl,, 0.5mM CaCl,)
suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini EDTA-free tablets, Roche)
utilizando un homogeneizador de émbolo. Se guarddé un 5% del volumen como
fraccion L (lisado). Tras centrifugar las muestras a 1.400g durante 10 minutos, se
reservo el sobrenadante y se homogeneizé de nuevo el pellet con 4ml de buffer A. El
homogeneizado se centrifugd a 710g durante 10 minutos, se descartd el pellet y el
sobrenadante se combind con el volumen del paso anterior. La mezcla se centrifugd en
un tubo de pared fina Ultra Clear de 17ml (Beckman Coulter) durante 10 minutos a
13.800g en el rotor Sw32.1 Ti de la ultracentrifuga Optima L-100 XP (Beckman Coulter).
Se guardé un 5% como fraccion SN (sobrenadante) y se descartd el resto de la
solucidn. El pellet se lisé en 3ml de soluciéon B (6mM Tris-HCI pH8.0, 0.32M sacarosa,
1mM NaHCOs3) suplementado con inhibidores de proteasas utilizando un

homogeneizador de émbolo constituyendo la fraccion M (membrana)

Se preparé un gradiente discontinuo de sacarosa en un tubo de pared fina Ultra Clear™
de 17ml (Beckman Coulter), con concentraciones decrecientes de sacarosa (1.2M, 1M
y 0.85M de sacarosa), sobre el que se vertié el homogeneizado obtenido en el paso
previo. Se centrifugd a 82.500g durante 2 horas en la ultracentrifuga. Se aspiré la
banda correspondiente a los sinaptosomas entre las fases 1y 1.2M con un pipeteador
automatico acoplado a una pipeta pasteur de vidrio (Figura 17). Se guardo el 75% del
volumen recuperado como fraccion S (sinaptosomas). El 25% restante se diluyé 1:1 en
la solucion C (12mM Tris-HCl pH8.0, 1% Tritdn X-100) suplementado con inhibidores de
proteasas, con la que se incubd durante 15 minutos para lisar los sinaptosomas. Las
muestras se ultracentrifugaron a 32.800g durante 1 hora. El sobrenadante obtenido
supone la fraccion Presindptica, mientras que el pellet insoluble en Tritdn X-100, se
resuspendid mediante sonicaciéon en buffer D (12mM Tris-HCl pH8.0, 1% NP-40)

suplementado con inhibidores de proteasas constituyendo la fraccion postsindptica.

51



Materiales y métodos

Figura 17. Gradiente discontinuo de sacarosa en el que se indica la fraccidon de sinaptosomas

purificada (S).

4.4 Protedmica cuantitativa mediante iTRAQ de sinaptosomas

Las muestras de sinaptosomas se analizaron por el Servicio de Protedmica del IBiS.
Primero, se realizé una reduccion de los puentes disulfuro con 50mM de TCEP (tris-(2-
carboxyethyl) phosphine, AB Sciex) seguida de una alquilacion con 200mM de MTTS
(methyl methanethiosulfonato, AB Sciex) y una digestién con tripsina porcina 1:10
(Promega). Los péptidos se marcaron etiquetas isobaricas iTRAQ 8 plex (AB Sciex). Las
muestras se combinaron y se limpiaron con cartuchos Oasis HLB C18 (Waters), se pre-
fraccionaron en 13 fracciones mediante intercambio catidnico con columnas MCX

Oasis (Waters) y se limpiaron posteriormente con cartuchos Oasis HLB C18 (Waters).

Los péptidos se separaron utilizando el sistema nano HPLC de Thermo (nano LC 1000)
acoplado on-line al espectrémetro de masas Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo
Electron) equipado con una fuente de ionizacidon nanospray (Proxeon Biosystems). Se
realizé el barrido entre 200 y 1.800m/z con una resolucion de 70.000 FWHM para un
m/z igual a 100. Se seleccionaron hasta 15 precursores de los mas intensos, con carga

mayor o igual a 2, y se incorporaron en una lista de exclusion durante 60 segundos.

La identificacidn de proteinas se llevé a cabo de forma automatica utilizando el motor
de busqueda Sequest HT y Percolator, ambos incluidos en el programa Proteome
Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific). Los espectros de fragmentacion MS/MS se
enfrentaron contra la base de datos Uniprot con restriccién taxondmica a Mus
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musculus. Posteriormente se realizd la cuantificacion relativa para cada etiqueta en
funcidn de las areas de los picos. Se consideraron proteinas cuantificables aquellas que
se identificaron con mds de 2 péptidos con un nivel de confianza mayor o igual al 95%
y un ratio con un p-value menor o igual a 0.05 y un factor de error (EF) menor de 2 con

cada una de las etiquetas elegidas como referencia.

5. Anadlisis histolagicos

5.1 Analisis de proteinas en cortes de tejido

5.1.1 Perfusidn transcardiaca y seccionamiento del tejido

Los animales se anestesiaron con dosis letal de Tiobarbital (Braun) mediante inyeccién
intraperitoneal. Cuando alcanzaron una anestesia profunda, se perfundieron
transcardialmente con 50ml de PBS y 50ml de solucién de fijacién (4%
paraformaldehido en PBS, pH7.4). Posteriormente, se extrajo el cerebro y se post-fijé

mediante inmersidn en solucidn de fijacion a 4°C durante 24 horas.

La inclusién en bloques y los cortes de tejido se realizaron por el Servicio de Histologia
del IBiS. En el caso de la inclusién en bloques de OCT, el cerebro fijado se deshidrato
por inmersion en una solucién de 30% de sacarosa en PBS durante 48 horas a 4°C.
Posteriormente, se incluyé el cerebro en OCT liquido y se congeld sobre nieve

carbodnica. Los bloques se cortaron a 25um en criostato (Leica).

En el caso de utilizar parafina, el cerebro fijado se procesé con el procesador de tejidos
del Servicio de Histologia del IBiS para incluirlo en blogues de parafina. Se realizaron
secciones coronales a 10um de grosor en un micrétomo que se colocaron en
portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Fisher Scientific). Antes de realizar la tincion, los
tejidos seleccionados se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en una secuencia

decreciente de etanol (100-70%). A continuacion, se realizé el desenmascaramiento
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antigénico por calor con la solucion de Tris-EDTA (10mM Tris-Base, 1mM EDTA, pH9.0)

a 121°C en una olla a presién de laboratorio (Aptum Biologics).

5.1.2 Inmunofluorescencia de tejido

Cortes de tejido se incubaron con la solucién de permeabilizacién-bloqueo (5% suero
de asno, 1% BSA y 0.3% de tritdn X-100) a temperatura ambiente. Posteriormente, el
tejido se incubd con los anticuerpos primarios diluidos en solucién de bloqueo (5% de
suero de asno, 1% BSA y 0.1% de tritdn X-100) a 4°C durante toda la noche. El tejido se
lavd 3 veces durante 10 minutos con PBS y se incubd con los anticuerpos secundarios
diluidos en solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente (Tabla 5). Tras
3 lavados con PBS, las preparaciones se montaron con Fluoromont-G (Southern

Biotech).

5.1.3 Inmunohistoquimica

El bloqueo de la actividad de la peroxidasa endégena se realizé incubando los cortes
de tejido con 0.006% H,0,, 0.02% metanol, en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras 3 lavados de 5 minutos con PBS, se aplicé una solucién de
permeabilizacién-bloqueo (0.3% tritdn X-100, 5% suero de cabra, 1% BSA en PBS)
durante 1 hora a temperatura ambiente. El anticuerpo primario se diluyd en solucién
de bloqueo (0.1% tritdon X-100, 5% suero de cabra, 1% BSA en PBS) y se incubd a 4°C
durante toda la noche. Tras 3 lavados de 10 minutos con PBS, el tejido se incubd con el
anticuerpo secundario biotinilado diluido en PBS-T (0.1% Tritdn-X100 en PBS) durante
2 horas a temperatura ambiente (Tabla 5). Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con
PBS y el tejido se incubd 1 hora con avidina/biotina-HRP mediante el kit de tincion
peroxidasa ABC (Vectastain). Se lavd 2 veces durante 15 minutos con PB 0.1M pH7.5
(81mM HNa,04P, 19mM H,NaO4P) y se aplicd el sustrato diaminobenzidina (DAB) con
potenciacion de niquel (1%DAB, 0.05% sulfato amodnico de niquel, 0.033% H,0, en PB
0.1M pH7.5). Los tiempos de revelado fueron establecidos para cada anticuerpo en
base al fondo y la sefal de cada uno. Por ultimo, las muestras se deshidrataron en una
cadena de etanol (50-100%)-xilol y se montaron con DPX (Merk).
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5.2 Tincidn de Golgi-Cox

5.2.1 Preparacion de las muestras

El protocolo se realizé como se ha descrito anteriormente (Glaser et al., 1981; Marco
et al., 2013). Todos los pasos que requirieron la incubacidn con la solucion Golgi-Cox se

realizaron en oscuridad y a temperatura ambiente.

La solucion Golgi-Cox (1% dicromato potasico, 1% cloruro de mercurio, 0,8% cromato
potasico) se prepard 5 dias antes de su uso para poder descartar los precipitados que
se forman al inicio. El cerebro fresco se separd en dos hemisferios y se sumergié en
solucion Golgi-Cox durante 48 horas, tras las cuales se renovd la solucién y se incubd
durante 3 semanas. Finalizada la incubacion los cerebros se lavaron 3 veces con agua
destilada durante 2 minutos y 1 vez con 90% etanol durante 30 minutos. Los cerebros
se sumergieron en 70% etanol y se cortaron en secciones de 200um en el plano
coronal con vibratomo (Leica). Los cortes se lavaron con agua destilada y se redujeron
con solucién de amoniaco al 15% durante 1 hora. Tras un lavado en agua el tejido se
fij6 con 1% de tiosulfato de sodio durante 7 minutos, posteriormente eliminado con
agua destilada. Los cortes se montaron sobre portaobjetos Superfrost-Plus (Thermo
Fisher Scientific) y se deshidrataron en una secuencia de etanol-isopropanol-xilol (3
minutos en etanol 50-70-80-100%, 2 veces 5 minutos en isopropanol:etanol 2:1, 5
minutos en isopropanol 100%, 2 veces 5 minutos en xilol 100%). Las preparaciones se

montaron con DPX (Merk).

5.2.2 Toma de imagenes y analisis cuantitativo de espinas dendriticas

La toma de imdagenes de la tincion de Golgi-Cox se realizd en el microscopio BX-61
(Olympus). Tras localizar la regién de interés se realizd la busqueda de neuronas con la
morfologia adecuada y de calidad suficiente para ser analizadas. Con el objetivo 100x
se tomaron imagenes de las neuronas seleccionadas en planos seriados del eje Z
separados 0.5um entre si para enfocar todo el arbol dendritico (aproximadamente 70

imagenes por neurona).
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La cuantificacion de la densidad de espinas dendriticas se realizé utilizando el
programa Imagel) (NIH). Se utilizaron las secuencias de imdagenes que cubrian los
diferentes planos focales para visualizar los segmentos dendriticos. Se fijé la longitud
del segmento dendritico a analizar y se cuantific6 manualmente el nimero de las
espinas dendriticas presentes en ese segmento. Tras calcular la densidad de espinas
dendriticas de los segmentos, se calculé el promedio de densidad de los segmentos de

cada neurona y posteriormente de todas las neuronas de cada grupo de animales

6. Analisis de la expresion génica

6.1 Extraccion RNA

La zona de trabajo y el material se limpié con Rnase-ExitusPlus (Applichem). Todo el
material desechable y soluciones utilizadas para trabajar con mRNA disponian del
certificado de libres de DNasas y RNasas de la compaiiia correspondiente. En el caso de
la extraccion de RNA a partir de tejido, las estructuras cerebrales se diseccionaron en
el menor tiempo posible para impedir la accion de RNAsas tisulares. El tejido
diseccionado fue congelado inmediatamente por inmersidn en nitrégeno liquido hasta
su procesamiento. Para la extraccion de RNA a partir de células, se retiré el medio a
los pocillos y se lavaron con PBS sobre hielo. EIl RNA se extrajo en ambos casos

utilizando el kit RNeasy (Quiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

6.2 Analisis del transcriptoma

Las muestras de RNA se preamplificaron e hibridaron con el array GeneChip® Mouse
Transcriptome Assay 1.0 (MTA1.0) de Affymetrix en el Servicio de Gendmica del IBiS.
Los datos crudos de la intensidad de sefial producida por la hibridaciéon del
transcriptoma con las sondas dispuestas en el array fueron analizados por la Unidad de
Gendmica del Centro Andaluz de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa
(Cabimer, Sevilla). El andlisis bioestadistico constd principalmente de dos pasos:

normalizacién de los datos y andlisis de varianza de perfiles diferenciales en las dos
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condiciones experimentales. Los datos fueron normalizados por RMA (Robust
Multiarray Average), cuyos resultados permiten comparar directamente el valor de
expresion de un gen en las diferentes condiciones. Posteriormente, se procedié al
analisis estadistico con LIMMA (Linear Models for Microarray Analysis) utilizando el
paquete oneChannelGUI, basado en R, y se obtuvieron los valores de cambio de

expresiéon génica y su p-value.

6.3 RT-gPCR

La retrotranscripcién a cDNA se realizé utilizando el kit Quantitect (Quiagen) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Este protocolo consta de un paso de eliminacién
de DNA gendmico y otro de retrotranscripcion a cDNA con oligonucledtidos al azar.
Para la amplificacién por PCR se utilizaron sondas comerciales TagMan, unidas al
fluoréforo FAM y el inhibidor de fluorescencia TAMRA (Applied-Thermo Fisher
Scientific) (Tabla 6), junto con la enzima iTaq y la referencia pasiva ROX (BioRad). Las
mezclas de reaccion se combinaron con 12.5ng de cDNA en placas de 96 o 384 pocillos
(Applied-Thermo Fisher Scientific). La reaccidn de amplificacidn se realizé en el aparato

ViiA7 (Applied-Thermo Fisher Scientific), utilizando el protocolo recomendado por el

fabricante.
Simbolo gen |Sonda TagMan Fluoréforo
Hprt MmO00446968_m1 | FAM-MGB
Esyt2, MmO00466339_m1 |FAM-MGB
Actb Mm00607939_s1 | FAM-MGB
Ddit4l MmO00513313_m1 |FAM-MGB
Igsfob Mm02600482_m1 | FAM-MGB
Hprt MmO00446968_m1 | FAM-MGB
Ptprn2 MmO01229147_m1 |FAM-MGB
Npsrl Mm00558817_m1 | FAM-MGB
Arc MmO01204954_gl1 | FAM-MGB
Nrdal Mm01300401_m1 |FAM-MGB
Fos MmO00487425_m1 |FAM-MGB
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Snca MmO01188700_m1 |FAM-MGB
Nps MmO03990645_m1 |FAM-MGB
Syt10 Mm00444512_m1 |FAM-MGB
Abi3bp Mm00618913_m1 |FAM-MGB
Rorl Mm00443463_m1 |FAM-MGB
Gpr83 MmO00439103_m1 |FAM-MGB
Wdr60 Mm00524728 m1 |FAM-MGB
Jam3 MmO00499214 m1 |FAM-MGB

Tabla 6. Sondas Tagman utilizadas en las reacciones de qPCR.

Obtuvimos como resultado el Ct (del inglés Threshold Cycle) de cada pocillo, que
corresponde al ciclo de amplificacion en el que el transcrito comienza a ser detectable
por encima de un umbral. Tras verificar que la diferencia entre las dos réplicas era
menor que 0.5 ciclos de amplificacidn, se calculd el promedio del Ct de cada condicidn.
Mediante la comparacion del Ct promedio con el obtenido para el gen de referencia
(Hprt1), obtuvimos el valor de ACt para cada condicion. Este valor se referencié al valor
promedio de ACt de las muestras control para calcular el AACt, que estd en escala

logaritmica en base 2. El resultado se expresé en escala lineal mediante el calculo de 2

AACt

7. Determinacion de los niveles de eCBs

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se extrajo el cortex cerebral en el
minimo tiempo posible en una camara fria. Las muestras se introdujeron en un tubo
tipo eppendorf y se pesaron en una bascula de precisién antes de congelarlas en
nitrogeno liquido y guardarlas a -80°C. El proceso desde el sacrificio hasta la
congelacion fue de aproximadamente 3 minutos en promedio. Las muestras se
enviaron en hielo seco al laboratorio del Dr Rafael de la Torre (Institut Hospital del Mar
d’Investigacions Médiques, Barcelona), donde se extrajeron los compuestos lipidicos y
se cuantifico la concentracion de eCBs mediante LC-MS/MS, utilizando analogos

deuterados de AEA y 2-AG como estdndares internos.
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8. Cirugia para inyeccion lentiviral por estereotaxia

Los ratones se anestesiaron con Ketamina/xylacina (100mg/kg y 12mg/kg
respectivamente) (Pfizer) intraperitonealmente. Se colocé al animal sobre una manta
eléctrica para ayudar a mantener la temperatura corporal durante la cirugia. Tras fijar
el craneo al aparato estereotaxico (Stoelting) se practicd una incisidon con un bisturi en
el eje AP de la parte superior del craneo. Se localizé Bregma para alinear el crdneo y
calcular las coordenadas AP y ML de inyeccién (AP + 0.5 mm, ML +/- 2 mm). Se perforé
el hueso utilizando un taladro acoplado a una fresa de 1.6mm (Dremel). La duramadre

se retird con unas pinzas de punta fina Dumont #5 (Fine Scientific Tools).

La segunda parte de la cirugia se realizé dentro de una campana de seguridad biolégica
clase 2 (Telstar). Se utilizé una jeringa de inyeccién con una aguja de 35G de punta
roma (WPI), acoplada a un microinyector automatico (WPI) sujeto al aparato
estereotdxico (Figura 18). Tras cargar la jeringa con 4pl de la preparacion lentiviral
correspondiente, se calcularon las coordenadas DV con respecto a Bregma (DV -3.5y -
3.0mm) y se inyectd 1ul en cada punto comenzando por el de mayor profundidad, a
una velocidad constante de 200nl/minuto. Se esperaron 3-5 minutos después de cada
inyeccidn para retirar la aguja. Posteriormente, se cubrié el agujero del craneo con
cera 6sea y se practicaron 3-4 puntos de sutura. Se permitid la recuperacion de la

anestesia dentro de su jaula y sobre una placa calefactora.
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Figura 18. Material utilizado para la inyeccién lentiviral por estereotaxia. A.- Aparato
esterotaxico acoplado al microinyector. B.- Detalle de la aguja de inyeccién. Se sefiala el

extremo de la aguja de inyeccion de 35G.

9. Experimentos de electrofisiologia

9.1 Electrofisiologia en rodajas

El registro de elctrofisiologia en rodajas se realizé en colaboracién con el grupo del Dr.
Rafael Fernandez Chacdn (IBiS) con el procedimiento ya descrito (Rabaneda et al.,
2014). Las neuronas piramidales de la capa 5/6 de la corteza somatosensorial se
identificaron bajo el microscopio y se realizaron registros de célula completa utilizando
un amplificador double patch clamp EPC10 plus (HEKA). Los registros de mIPSCs se

realizaron en presencia de 0.001 mM tetrodotoxin (TTX; Sigma) y 2 mM 4cido
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quinurénico (Sigma) en la solucién extracelular, mientras que las mEPSCs se registraron
en presencia de of 0.001 mM TTX y 0.05 mM picrotoxina (Sigma) en el medio

extracelular.

9.2 Registro de LFP in vivo

Todos los procedimientos explicados en este apartado se realizaron en colaboracion
con el grupo de los Drs. Agnes Gruart y José Maria Delgado y se llevaron a cabo en las

instalaciones de la Division de Neurociencias de la Universidad Pablo de Olavide.

9.2.1 Preparacion de los electrodos y cirugia para la implantacién

Cada electrodo de registro de LFP se construyd con dos cables de tungsteno de 50um
con Teflén de aislamiento (Advent Research Materials), enrollados y unidos entre si
con pegamento (Loctite). Los 100um del extremo de cada cable se dejaron libres de

aislamiento para servir de puntos de registro, separados entre si por 25um.

Los ratones destinados al estudio de electrofisiologia in vivo fueron trasladados al
animalario de la Division de Neurociencias de la Universidad Pablo de Olavide, donde
se aclimataron durante una semana previa a la cirugia. La primera parte de la cirugia
(anestesia, localizacion de coordenadas estereotaxicas y trepanacion) se realizé como
ha sido explicado en el Cirugia para inyeccion lentiviral por estereotaxia de esta Tesis
Doctoral. Los electrodos se posicionaron en un brazo adicional del aparato
estereotdxico y se introdujeron en el parénquima cerebral hasta alcanzar las
coordenadas DV establecidas a partir de la superficie cerebral (tabla 7), tras lo que se
fijaron con pegamento (Loctite) al craneo. Se colocd un tornillo de acero inoxidable
con hilo de plata de 0.1mm en el craneo como toma de tierra. Los electrodos vy la
toma de tierra se soldaron a un conector (RSAmidata) y el dispositivo se fijé al craneo
con dos tornillos de acero inoxidable y cemento dental (Dentalay). Por ultimo, se
practicaron los puntos de sutura necesarios y se permitid la recuperacién del animal
sobre una placa calefactora. Entre la cirugia y el experimento de comportamiento se

dejo pasar una semana para favorecer la recuperacion de los animales.
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AP ML DV
S1BF| -1,0 mm +2,8 mm 3,0mm
CPu| +0,5mm | +2.25mm 2,2 mm
PrL| +1,94mm | +0.3 mm 1,0 mm

Tabla 7. Coordenadas utilizadas para implantar los electrodos de registro de LFP. Las
coordenadas del eje antero-posterior (AP) y medial-lateral (ML) se tomaron con respecto a

Bregma. El eje dorso-ventral (DV) se midi6 desde la superficie cerebral.

9.2.2 Adaptacion del test de 3-chamber para el registro in vivo

Se realizaron las siguientes adaptaciones sobre el aparato y el protocolo del test de
sociabilidad 3-chamber para compensar la limitacion de movilidad generada por los

cables de registro:

- Se sustituyeron las paredes entre habitaciones por tabiques parciales

- Los cilindros enrejados se colocaron centrados en las habitaciones laterales

- A lo largo del eje longitudinal del aparato se colocd un rail por el que se
desplazaba una polea conectada a un contrapeso, que sirve de soporte a los
cables de registro. De esta manera, la mayor parte del peso de los cables
estaba soportada por dicha estructura (Figura 19).

- Las fases de habituacion y evaluacion del test se modificaron de la siguiente
manera: i) Los ratones se aclimataron durante 3 dias a la colocacion de los
cables fuera del aparato; ii) durante los 2 dias siguientes se habituaron al
aparato con los cables conectados; iii) se redujeron las fases del experimento
para disminuir el cansancio del animal. Se suprimié la fase de habituacién a la
habitacion central y se acortd a 5 minutos el tiempo de habituacién al aparato
completo. La duracién de las fases de preferencia social o preferencia por la
novedad social no se modificaron con respecto al protocolo habitual (10

minutos de duracidn cada una).
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Figura 19. Algunas de las modificaciones realizadas en el aparato 3-chamber. A.- Rail y polea.
B.- Contrapeso unido a la polea que sujeta los cables. Notese también el tabique parcial que

separa la estancia lateral.

9.2.3 Registro y analisis de LFP

Los registros de LFP se llevaron a cabo con un amplificador diferencial Grass P511 con
un ancho de banda de 0.1Hz-10kHZ (Grass-Telefactor). Los registros se muestrearon
con una frecuencia de 5.000Hz. Inmediatamente antes del comienzo del registro se
introdujo el cable adaptador en el conector situado sobre el craneo del ratén. Se aplico
un filtro de 50Hz para reducir la interferencia producida por los aparatos electrénicos a
esa frecuencia. El registro del LFP y el video del comportamiento se guardaron en

archivos sincronizados.

El analisis de LFP se realizd por Florbela da Rocha Almeida. Las ondas generadas
durante los segmentos a analizar se extrajeron con el programa Spike2 (CED 1401 Plus;
Cambridge Electronics Design) y se analizaron con el método multi-taper de la

transformada de Fourier del paquete Chronux 2.12 (http://www.chronux.org) (Mitra

& Bokil, 2008) de Matlab. Se utilizaron las funciones mtspectrumc (poder espectral) y
mtspecgramc (espectrograma — representacion tiempo/frecuencia) para calcular la
amplitud y el nUmero de arménicos para cada instante de las secuencias seleccionadas
y obtener el valor de poder espectral correspondiente. Los rangos seleccionados para
el cdlculo del poder espectral fueron: delta 1.5-4Hz, theta 4-10Hz, beta 10-30Hz y
gamma 30-100Hz.
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10.Anticuerpos utilizados

Anticuerpo primario Compaiiia Dilucion de uso | Especie de origen
anti-actina Sigma-aldrich 1:1000 conejo
anti-BNrxn1 Neuromab 1:1000 raton
anti-Cask BD 1:1000 ratén
anti-Ddit4l abcam 1:1000 raton
anti-Gefirina Synaptic Systems 1:1000 raton
anti-GFP Roche 1:1000 ratén
anti-GluAl Santacruz 1:200 raton
anti-GlurA2 Neuromab 1:1000 ratén
anti-GluN1 Synaptic Systems 1:1000 raton
anti-HA Roche 1:500 rata
anti-lgsfob Sigma 1:500 conejo
anti-Liprina a3 Synaptic Systems 1:500 conejo
anti-LRRTM?2 NeuroMab 1:1000 ratén
anti-mGlu5 Millipore 1:1000 conejo
anti-Mint1 BD 1:1000 raton
anti-Munc18-1 Synaptic Systems 1:2000 conejo
anti-NL1 Neuromab 1:1000 raton
anti-NL2 Synaptic Systems 1:1000 ratén
anti-NL3 Neuromab 1:1000 raton
anti-PSD95 Thermo scientific 1:1000 ratén
anti-PS6 ser 235/236 Cell Signalling 1:2000 conejo
anti-PS6 ser 240/244 Cell Signalling 1:1000 conejo
anti-PV Swant 1:2000 conejo
anti-Rimla Synaptic Systems 1:1000 conejo
anti-sinapsina Synaptic Systems 1:1000 conejo
anti-SNAP25 Sigma 1:3000 raton
anti-VAMP2 Synaptic Systems 1:2000 ratén
anti-VGAT Synaptic Systems 1:2000 conejo
anti-vGIuT Synaptic Systems 1:2000 conejo

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados

. . . Dilucién de | especie de
Anticuerpo secundario compaiiia .
uso origen
anti-rata-HRP Jackson ImmunoResearch |1:5000 cabra
anti-raton-HRP Jackson ImmunoResearch |1:5000 cabra
anti-ratéon cadena ligera-HRP | Jackson ImmunoResearch | 1:5000 cabra
anti-conejo-HRP Jackson ImmunoResearch |1:5000 cabra
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anti-rata-cy2 Jackson ImmunoResearch |1:800 asno
anti-ratén-cy3 Jackson ImmunoResearch |1:800 asno
anti-rata-biotina Jackson ImmunoResearch |1:800 cabra

Tabla 5. Anticuerpos secundarios utilizados

11. Plasmidos utilizados

Durante esta Tesis se han utilizado los siguientes vectores de expresion:

Nombre de la construccion Especie Promotor Resistencia
pCAG-HA-aNrxn1l Rattus novergicus | B-actina de pollo | Ampicilina
pCAG-HA-BNrxnl AS4- Rattus novergicus | B-actina de pollo | Ampicilina
pCAG-HA-BNrxn2 AS4- Rattus novergicus | B-actina de pollo | Ampicilina
pCAG-GFP Aequorea victoria | B-actina de pollo | Ampicilina
pCAG-HA-NL1 (AB) Rattus novergicus | B-actina de pollo | Ampicilina
pNICE-HA-NL2 Rattus novergicus | CMV Kanamicina
pCDNA3-HA-NL3 Rattus novergicus | B-actina de pollo | Ampicilina
pCAG-HA-NL4 Rattus novergicus | B-actina de pollo | Ampicilina
PENTR 223.1 LRRTM2 Homo sapiens Espectinomicina
pLL-Syn-HA-BNrx1 (-Sp4)-WPRE Rattus novergicus |sinapsina humana | Ampicilina
pLL-Syn-HA-BNrx1 AC (-Sp4)-WPRE | Rattus novergicus |sinapsina humana | Ampicilina
pLL-Syn-WPRE-Syn-GFP-WPRE Aequorea victoria |sinapsina humana | Ampicilina
pCMS-egfp Aequorea victoria | CMV Ampicilina
pCMS-Egfp Ddit4 Rattus novergicus | CMV Ampicilina
pCMV6-Myc_DDK-Ddit4l Mus musculus cmv Neomicina/Kanamicina

Tabla 8. Plasmidos utilizados.
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V. RESULTADOS

1. Caracterizacion de la expresion del mutante HA-BNrx1AC in

vivo en el raton doble transgénico BNrx1AC

Como ya hemos mencionado en los Antecedentes de esta Tesis Doctoral, la linea de
ratdn BNrx1AC fue generada mediante el sistema Tet-off con los transgenes CaMKII-
tTA y TRE-HA-BNrx1AC para dirigir la expresién postnatal a neuronas principales del
prosencéfalo. Como primer abordaje de la caracterizacién de la linea de ratén BNrx1AC
(CaMKII-tTA; TRE-HA-BNrx1AC) realizamos una descripcion en profundidad de la
expresién espacio-temporal de la proteina transgénica para validar el modelo
empleado. Posteriormente analizamos el posible papel de HA-BNrx1AC como

dominante negativo de BNrxn1 en la funcionalidad de la sinapsis in vivo.

1.1. Expresion espacio-temporal de la proteina HA-BNrx1AC in vivo

Con el objetivo de analizar las regiones cerebrales que expresan el mutante HA-
BNrx1AC, obtuvimos lisados a partir de diferentes estructuras cerebrales de ratones
adultos para ser analizados mediante western blot. Seleccionamos regiones del
prosencéfalo (corteza, estriado, hipocampo) como posibles dianas del promotor

CaMKIl y externas para controlar su especificidad (cerebelo).

Mediante el uso del anticuerpo que detecta la etiqueta HA, sélo presente en la
proteina transgénica, observamos una banda de peso molecular de 48kDa en los
carriles correspondientes a lisados de corteza y estriado de animales dobles
transgénicos y no de controles (Figura 20). Dicho peso molecular coincide con el
observado en experimentos previos de biotinilizacién in vitro, indicando la
correspondencia con formas maduras de la proteina HA-BNrx1AC en membrana
(Figura 13). La expresion de HA-BNrx1AC se observd mas intensa en las muestras de

estriado que en las corticales y se detectd una leve banda a esta altura en los lisados
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de hipocampo de ratones BNrx1AC. En cambio, no observamos expresion de HA-

BNrx1AC en muestras de cerebelo.

Para comparar los niveles de expresion del mutante HA-BNrx1AC con la proteina
BNrxnl enddgena, utilizamos un anticuerpo anti-BNrxnl, cuya especificidad primero
verificamos in vitro. Como vemos en la figura 21, el anticuerpo utilizado reconoce
BNrxnl pero no otras isoformas de aNrxns y BNrxns sobreexpresadas en células
HEK293T. Utilizando este anticuerpo en lisados de ratones BNrx1AC observamos una
banda correspondiente al mutante HA-BNrx1AC de peso molecular equivalente a la
observada con el anticuerpo anti-HA (48KDa) en lisados de estriado y corteza (figura
20). Ademas, este anticuerpo reconocié BNrxnl enddgena (54KDa) en lisados de
ratones control y BNrx1AC. La diferencia de peso molecular observado entre la
proteina BNrxnl enddgena y la transgénica (6kDa) corresponde con la esperada por la
delecién del dominio citoplasmico. Por otra parte, la diferencia de 11-12kDa entre el
peso molecular esperado segun la secuencia aminoacidica y el detectado por western
blot es el mismo para la proteina BNrxnl enddgena vy la transgénica, indicando una
glicosilacion similar en ambos casos. Estos datos apoyan que la ausencia del dominio

citoplasmico no altera el transito correcto de la proteina mutante HA-BNrx1AC in vivo.

Para analizar los niveles de sobreexpresidon de la proteina transgénica cuantificamos la
sefal detectada con el anticuerpo anti-BNrxnl en cada estructura cerebral y
obtuvimos que, con respecto a la expresion de la proteina enddgena, los niveles de
HA-BNrx1AC representan un 85.21%, 183.4% y 53.06% en corteza, estriado e
hipocampo, respectivamente (Figura 20 B). Por otra parte, observamos que los niveles

de BNrxn1 enddgena no cambian entre los dos grupos de animales (Figura 20 C).
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Figura 20. Expresion de HA-BNrx1AC en diferentes regiones cerebrales. A.- Western blot de
lisados de corteza, estriado (STR), cerebelo (cereb) e hipocampo (hipoc) testados con el
anticuerpo anti-HA y anti-BNrxnl. Las flechas de la derecha indican las bandas
correspondientes al peso molecular de la proteina enddgena (en.) y exdgena (ex.). B.-
Cuantificacién de la expresion de HA-BNrx1AC con respecto a BNrxnl enddgena detectadas
con el anticuerpo anti-BNrx1 en los lisados de ratones dobles transgénicos. C.- Cuantificacion
de la expresion de BNrxnl enddgena normalizada a actina en lisados de ratones control y
dobles transgénicos. B y C representan el promedio de tres experimentos realizados con

lisados independientes. Todas las barras de error son SEM.
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Figura 21. Caracterizacidn de la especificidad del anticuerpo anti-BNrxnl. Lisados de células
HE293T transfectadas con construcciones de aNrxnl (al), BNrxnl (B1l) o BNrxn2 (B2)
etiquetadas con HA se analizaron con los anticuerpos indicados en la parte superior de cada

western blot. A la izquierda se indican los pesos moleculares de referencia.

El patron de expresiéon de HA-BNrx1AC se analizd por inmunohistoquimica con el
anticuerpo anti-HA. Observamos que no existe escape de la expresion del transgén en
el ratén simple transgénico TRE-HA-BNrx1AC (Figura 2). La tincién con anti-HA en
tejido de ratones BNrx1AC nos permitié detectar somas positivos en diferentes zonas
del prosencéfalo, como las regiones mas dorsales de la corteza (corteza cingulada,
somatosensorial primaria, motora) y estriado, pero no en otras estructuras del
prosencéfalo, como el hipocampo (Figura 22). La tincidn en somas coincide con la
presencia de un reservorio intracelular de Nrxns enddgenas (Dean et al.,, 2003). El
hecho de haber detectado una leve expresion por western blot en hipocampo pero no
de somas por inmunohistoquimica podria indicar que la expresion de HA-BNrx1AC
provenga de axones que inervan el hipocampo.

68



Resultados

Control

- 5

Anterior € > Posterior

Figura 22. Expresion del mutante HA-BNrx1AC mediante inmunohistoquimica. A.- Corte en el
plano horizontal. Se muestra un control simple transgénico TRE-HA-BNrx1AC como control
negativo del escape de la expresion. B.- Expresidon en cortes coronales. Se muestran cortes en
tres puntos del eje antero-posterior. STR: estriado; S: corteza somatosensorial; M: corteza
motora; Cg: corteza cingulada; Ent: corteza entorrinal. Escala de tamafio: 500um. Experimento

realizado por el Dr. Luis Garcia Rabaneda.

El experimento de inmunohistoquimica nos permiti6 ademads conocer la
regionalizacion de las neuronas positivas dentro de cada estructura. En la corteza
observamos que el mutante HA-BNrx1AC se concentra en neuronas de las capas 2/3 y
5/6 (Figura 23). Como se puede apreciar en la magnificacion de la figura 23 A, la
expresion del mutante HA-BNrx1AC se detectd en las proyecciones de las neuronas
corticales, representando un indicio de expresion sindptica. Mediante
inmunofluorescencia combinada de HA y NeuN detectamos que alrededor del 30% de
las neuronas identificadas como NeuN positivas en la capa 5/6 de la corteza
somatosensorial expresaban HA-BNrx1AC (datos no mostrados). Ademas, observamos
que las neuronas positivas para HA no eran positivas para parvalbumina (PV) (Figura 23

B). Debido a que las neuronas que expresan PV constituyen el grupo mayoritario de
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interneuronas corticales (Rudy et al., 2011), estos resultados sugieren que la proteina
transgénica se expresa en neuronas piramidales glutamatérgicas, que concuerda con la
actividad del promotor CaMKII en las neuronas principales de la corteza. Por ello, la
expresion del mutante HA-BNrx1AC en neuronas glutamatérgicas coincide con la
expresion preferente de isoformas de Nrxnsl AS4- en el mismo tipo celular (Fuccillo

et al., 2015).

Figura 23. Expresiéon del mutante HA-BNrx1AC en corteza. A.- Inmunohistoquimica que
muestra la expresién de HA en las neuronas de las capas 2/3 y 5/6 de la corteza
somatosensorial. En la magnificacién se muestra la tincidn en las proyecciones de estas
neuronas. B.- Inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-HA y anti-PV. Las células HA no
muestran sefial PV, como sefialan las flechas. Escalas de tamafio: 100um en panel izquierdo de

Ay B; 10um en la magnificacién de A. Experimento realizado por el Dr. Luis Garcia Rabaneda.

El patron temporal de la expresion del mutante HA-BNrx1AC se analizdé mediante
western blot en lisados de corteza a diferentes dias postnatales. En este experimento
observamos que la expresién de la proteina transgénica HA-BNrx1AC se inicia a partir
de la tercera semana postnatal, alcanzando su mdaximo nivel a los 45 dias de edad y

manteniéndose durante la etapa adulta (Figura 24). Este patréon temporal de expresion
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postnatal permite que la funcién de Nrxns no se vea perturbada durante las primeras

dos semanas postnatales, cuando tiene lugar una abundante formacion de sinapsis.
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Figura 24. Expresion postnatal de la proteina HA-BNrx1AC analizada con el anticuerpo anti-HA
mediante western blot. Se comparan lisados de corteza de ratones tomados en los puntos
postnatales indicados en la parte superior de cada carril. Se muestra también la expresion de
N-cadherina y actina como control. A la derecha se representa la cuantificacidn de la deteccion

de HA-BNrx1AC relativa al dUltimo punto postnatal analizado.

1.2. Control temporal de la expresion de HA-BNrx1AC con Dox

Una de las ventajas de la linea BNrx1AC es que utiliza el sistema Tet-off, que permite
apagar la expresion del transgén con tetraciclina o su derivado Dox. Para verificar y
caracterizar la inhibicién de la expresion en nuestro modelo administramos Dox a
ratones adultos BNrx1AC. La via escogida para administrar el fdrmaco fue la dieta, ya
gue permite un tratamiento continuado sin manipular ni estresar a los animales. El
experimento se realizé con dos dosis de Dox diferentes en la composicion de la dieta
(una dosis estandar de 40mg/kg y otra de 625mg/kg) y con tratamientos de diferente
duracion (3, 7 y 11 dias) para caracterizar la cinética del apagado. Se analizaron lisados
de corteza y estriado por western blot con el anticuerpo anti-HA. Como se puede ver
en la figura 25, a los cuatro dias de tratamiento ambas dosis de Dox causaron un
descenso de la expresion de la proteina exdgena en ambas estructuras cerebrales y la

bloquearon completamente a partir del séptimo dia de tratamiento.
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Figura 25. Caracterizacion del apagado de la expresidon del transgén con Dox en ratones
adultos. Se analiza la inhibicion de la expresion de HA-BNrx1AC en corteza y estriado de
ratones BNrx1AC utilizando dos dosis de Dox en la dieta (40mg/Kg y 625mg/Kg) durante 3, 7 y
11 dias de tratamiento. Se utilizan muestras de ratones BNrx1AC y control (ctr) no tratados
como control positivo y negativo de la expresion, respectivamente. En la parte inferior se
representa la cuantificacion de HA-BNrx1AC en las muestras de ratones BNrx1AC no tratados y

tratados en las diferentes condiciones de dosis y duracion.

Una vez confirmado el apagado del transgén con Dox, nos parecio interesante conocer
si la expresidn de la proteina transgénica HA-BNrx1AC se puede recuperar al retirar la
dieta con Dox, o si por el contrario el apagado del transgén es permanente aunque se
suspenda el tratamiento. Para averiguarlo tratamos ratones control y BNrx1AC con
dieta con Dox desde el momento del nacimiento hasta los tres meses de edad y
posteriormente les retiramos el tratamiento durante dos meses (Dox on/off). Como
podemos ver en la figura 26, los ratones dobles transgénicos no recuperaron la

expresion del mutante HA-BNrx1AC.

Dox off Dox on Dox on/off
BNrx1 ctr BNrx1 ctr BNrx1
ctx STR ctx ctx STR ctx ctx STR

HA--. 2

acting - e - - W S D G
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Figura 26. Andlisis de la expresion de HA-BNrx1AC al retirar Dox tras 3 meses de tratamiento.
La expresidn en corteza (ctx) y estriado (STR) se analiza por western blot con el anticuerpo anti-
HA. Se comparan muestras de ratones BNrx1AC de tres grupos: sin tratamiento (Dox off),
tratados con Dox (Dox on) y tratados durante los tres primeros meses de vida con Dox
(625mg/Kg) y posteriormente mantenidos en dieta sin Dox durante 65 dias (Dox on/off). Se

utilizan muestras corticales de ratones control (ctr) como control negativo de la expresion.

Para testar si la falta de re-expresién del transgén podria deberse a la larga duracién
y/o al momento del tratamiento, decidimos realizar otro experimento en ratones
adultos acortando a dos semanas la dieta con Dox. Tras este tiempo reemplazamos el
farmaco por dieta normal durante 14 o 34 dias. Como se puede apreciar en la figura
27, la expresion de la proteina transgénica en corteza de los ratones Dox on/off se
restablece a un nivel comparable al de animales dobles transgénicos sin tratamiento
(off). Sin embargo, en lisados del estriado la re-expresion no alcanza los niveles inicales

de ratones BNrx1AC sin tratamiento.
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Figura 27. Andlisis de la expresion de HA-BNrx1AC al retirar Dox tras 14 dias de tratamiento. Se
analiza la expresién en corteza y estriado mediante western blot con el anticuerpo anti-HA. Se
comparan muestras de ratones PBNrx1AC de cuatro grupos: sin tratamiento (Dox off), en
tratamiento con Dox (40mg/Kg) (Dox on), tratados durante 14 dias con Dox y posteriormente

mantenidos en dieta sin Dox durante 14 dias (Dox on/off 14d) y tratados durante 14 dias con
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Dox y posteriormente mantenidos en dieta sin Dox durante 34 dias (Dox on/off 34d). Se
utilizan muestras de ratones control (ctr) como control negativo de la expresion. En la parte
inferior se muestran las graficas de la cuantificacion de la expresion de HA-BNrx1AC
normalizada a actina en los cuatro grupos de ratones BNrx1AC. N=2 (Dox off, Dox on/off 14d,
Dox on/off 34d); N=1(Dox on). Analisis estadistico (s6lo aplicable en las muestras con N=2):
one-way ANOVA, posthoc de Bonferroni con comparaciones multiples. *p-value < 0.05; **p-

value < 0.01. Todas las barras de error son SEM.

Por este motivo, para todos los experimentos de este trabajo que requieren el
apagado de la expresion de la proteina transgénica, los animales se trataron con Dox
de manera continuada durante un minimo de dos semanas y hasta el fin del
experimento. Por otra parte, el hecho de que el mutante sea capaz de re-expresarse
nos permite inducir en el momento que deseemos la expresion del dominante

negativo HA-BNrx1AC tras el apagado del transgén.

1.3. Expresion sinaptica del mutante HA-BNrx1AC

Las Nrxns participan en la formacién y funcién sindptica a través de un mecanismo
presinaptico (Dean et al., 2003; Markus Missler et al., 2003). Sin embargo, también se
ha propuesto un rol adicional de las Nrxns en el terminal postsinaptico, donde pueden
participar en la inhibicidn de la funciéon de NL mediante interacciones en cis (Taniguchi
et al.,, 2007). Los experimentos in vitro previos apoyan a un papel presindptico del
mutante HA-BNrx1AC, ya que puede mediar contactos transinapticos a través del
dominio extracelular pero reduce la probabilidad de liberacidn por carecer del dominio
citoplasmico (Figura 15). Por tanto, consideramos relevante abordar la localizaciéon
subcelular del mutante HA-BNrx1AC in vivo. La localizacion sinaptica del mutante HA-
BNrx1AC se podria abordar mediante experimentos de inmunolocalizacién en
microscopia electrdnica. Sin embargo, la presencia de la etiqueta HA en el extremo N-
terminal situaria la posible tincién en la hendidura sindptica, sin capacidad de
distinguir la ditribucién pre- o postsindptica. Por ello, para aclarar esta cuestidon
decidimos aplicar un protocolo de fraccionamiento subcelular consecutivo. Este

proceso consiste en la purificacion de los terminales nerviosos (sinaptosomas) por
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técnicas bioquimicas. A partir de ellos podemos separar los componentes del terminal
presinaptico y postsinaptico. Analizamos por western blot las diferentes fracciones
obtenidas de corteza, normalizadas por igual cantidad de proteina. El enriquecimiento
de VGIuT1 y de PSD-95 en el terminal presinaptico y postsinaptico, respectivamente,
confirmé la correcta separaciéon de los dos terminales (Figura 28). Utilizando el
anticuerpo anti-HA, observamos un claro enriquecimiento de la proteina transgénica
HA-BNrx1AC en la fraccidn presindptica comparado con la postsinaptica (76.15% +
4.439 N=5) (figura 28). La localizacién presindptica de HA-BNrx1AC indica que la
expresidon del dominante negativo de BNrxn1 se produce en el mismo compartimento
donde las Nrxns enddgenas realizan funciones necesarias para el correcto

funcionamiento de la sinapsis.

Hemos demostrado que el tratamiento Dox apaga la expresion de HA-BNrx1AC en
lisados totales (figura 28). Sin embargo, debido a la localizacion en sinapsis del
mutante, donde la vida media de la proteina podria ser diferente, quisimos confirmar
si la dieta con Dox suprime la expresion de HA-BNrx1AC también a nivel sindptico. Para
ello, realizamos un fraccionamiento de sinaptosomas en lisados corticales de ratones
gue habiamos mantenido con dieta Dox durante dos semanas. Como se puede
observar en la figura 28, la deteccién de la proteina transgénica en sinaptosomas
desaparece por completo en los terminales sindpticos al apagar el transgén, en
concordancia con el analisis previo de lisados totales. En este experimento analizamos
también los niveles de las proteinas VGIuT1 y VGAT como marcadores sinapticos
glutamatérgicos y GABAérgicos respectivamente, sin encontrar alteraciones

ocasionadas por la expresion de HA-BNrx1AC.
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Figura 28. Localizacion presindptica y regulable con Dox de HA-BNrx1AC in vivo. A.-
Fraccionamiento subcelular de sinaptosomas y analisis de HA-BNrx1AC por western blot con el
anticuerpo anti-HA. Se muestran VGIuT1l y PSD-95 como marcadores de la fraccidon
presindptica y postsinaptica, respectivamente. Las fracciones analizadas son: L- lisado total,
SN- material descartado, M- fraccion de membrana, S- fraccién de sinaptosomas, Pre-
enriquecimiento presinaptico y Post- enriquecimiento postsindptico. A la derecha se muestra
la cuantificacion de la deteccidon de HA-BNrx1AC en la fraccidn presindptica y postsindptica con
respecto a la suma de ambas. Se representa el promedio de 5 fraccionamientos
independientes. B.- Apagado de la expresion del transgén HA-BNrx1AC en preparaciones de
sinaptosomas tras el tratamiento con Dox. Se analizan dos extracciones independientes de
cada condicién con los anticuerpos anti-HA, anti-VGIuT1 y anti-VGAT. A la derecha se muestra
la cuantificacién de la deteccién de VGIuT1 y VGAT. Test estadistico aplicado t-test (A), one-
way ANOVA (B). *** P-value <0,001. Todas las barras de error son SEM.

La caracterizacion de la expresion de HA-BNrx1AC in vivo nos lleva a concluir que la
proteina transgénica se expresa postnatalmente y de manera reversible con el
tratamiento con Dox en el terminal presindptico de las neuronas principales de la
corteza y, posiblemente, del estriado. Por lo tanto, los defectos que deriven de dicha

expresion afectardn a mecanismos presindpticos de circuitos postnatales concretos.
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1.4. Registro electrofisiologico de las corrientes postsinapticas espontaneas en

miniatura en rodajas de cerebro

Como hemos mostrado anteriormente, experimentos realizados en nuestro
laboratorio demuestran que la expresiéon del mutante de HA-BNrx1AC en cultivos
neuronales produce un descenso en la liberacion vesicular comparado con neuronas
control o con neuronas que sobre-expresan HA-BNrx1 (Figura 15). Sin embargo, la
expresion del mutante no produjo defectos en el reclutamiento de marcadores de

vesiculas sinapticas in vitro ni in vivo (Figura 14, 28).

Para analizar las consecuencias funcionales in vivo de la expresion de HA-BNrx1AC
realizamos registros electrofisioldgicos de célula completa en rodajas de cerebro de
ratones BNrx1AC. El experimento se llevé a cabo en colaboracién con el grupo dirigido

por el Dr. Rafael Fernandez Chacén en el IBiS y lo efectud el Dr. José Luis Nieto.

Se registraron en presencia de tetrodoxina (TTX) las corrientes postsindpticas
espontaneas en miniatura excitatorias (mEPSCs) e inhibitorias (mIPSCs) en tres ratones
control y BNrx1AC de un mes. Seleccionamos para ello las neuronas piramidales de las
capas 5-6 de la corteza somatosensorial, donde habiamos observado una elevada
expresion del mutante de BNrxn1 (Figura 22,23). Estos experimentos mostraron que la
amplitud media de mEPSCs no se veia afectada en las neuronas corticales del ratén
BNrx1AC, lo que sugiere que no esta alterada la cantidad de neurotransmisor liberada
por vesicula sinaptica ni la maquinaria postsinaptica. Sin embargo, encontramos una
reduccion del 50% en la frecuencia de mEPSCs en las neuronas corticales de ratones
BNrx1AC (Figura 29 A). Estos datos apoyan que la reduccion de la transmisién
glutamatérgica se debe a mecanismos presindpticos mediados por la expresion del
mutante en estos terminales, que bien reducen la probabilidad de liberacién o el
numero de terminales activos. Con respecto a la transmisidn sindptica inhibitoria, no
se observod alteraciéon en la amplitud media de mIPSCs, aunque observamos una
reduccion menor (30%) en la frecuencia de mIPSCs en neuronas corticales de ratones
BNrx1AC (Figura 29 B). Debido a que las interneuronas corticales no expresan el

transgén HA-BNrx1AC (Figura 23), la reduccion en la frecuencia de mIPSCs podria
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indicar un mecanismo compensatorio de regulacién debido a una reduccién crénica de

la actividad excitatoria (Lau et al., 2012).
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Figura 29. Registro de las corrientes postsindpticas en miniatura. A.- Trazos representativos de
las corrientes postsindpticas excitatorias espontaneas en miniatura (mEPSCs) y la
cuantificacion de su amplitud y frecuencia. B.- Trazos representativos de las corrientes
postsindpticas inhibitorias en miniatura (mIPSCs) y la cuantificacion de su amplitud y
frecuencia. Controles: 3 animales, 9 neuronas registradas; BNrx1AC: 3 animales, 8 neuronas

registradas.

Estos resultados electrofisioldgicos concuerdan con el descenso en liberacidn vesicular
observado in vitro y demuestran una validacion funcional in vivo de la manipulacion
genética empleada, la expresion postnatal del mutante HA-BNrx1AC con efecto

dominante negativo.
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2. Caracterizacion fenotipica del comportamiento del ratéon BNrx1AC

Como hemos explicado en la Introduccién de esta Tesis Doctoral, el diagndstico de los
pacientes con TEA se basa en las caracteristicas de sus patrones de comportamiento. El

ultimo manual DSM-5 (APA, 2013) recoge los siguientes criterios diagndsticos:
- Patrones repetitivos y restringidos de conductas, actividades e intereses
- Déficits persistentes en comunicacién social e interaccion social

Para analizar si la disfuncidon postnatal de BNrxns conlleva defectos asociados al TEA
decidimos realizar un andlisis de las caracteristicas del comportamiento de los ratones

BNrx1AC.

Para todos los experimentos de comportamiento se utilizaron como control los
hermanos de camada wild-type o simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC, que como ya

hemos demostrado no presentan escape de la expresion del transgén (Figura 22).

Las pruebas de comportamiento, la extraccidon de los datos y el analisis estadistico de
los resultados desarrollados a continuacién se realizaron por dos investigadores: Luis
Garcia Rabaneda (LGR) y la autora de esta tesis, Estefania Robles Lanuza (ERL). En
ambos casos, los investigadores desconociamos el genotipo de los ratones analizados

hasta la obtencién final de los resultados.

2.1. Evaluacidn general del estado del animal

Para descartar problemas generales en el modelo BNrx1AC realizamos una primera
evaluacion general del estado del animal. Los ratones BNrx1AC no presentaron
diferencias observables en su aspecto general ni en la morfologia general del cerebro
(datos no mostrados). Asi mismo, no observamos cambios en la frecuencia mendeliana
de nacimientos, que pudiera reflejar una mortalidad prenatal, ni en esperanza de vida
media o en peso con respecto a sus hermanos de camada (Figura 30). Para evaluar las
funciones sensoriales autondmicas y musculares del raton doble transgénico BNrx1AC

se realizaron una bateria de pruebas primarias SHIRPA (Rogers et al., 1997) recogidas
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en la tabla 3 del apartado Materiales y Métodos. En este analisis no se detectaron
problemas asociados a los ratones control o BNrx1AC. Las pruebas de analisis general
SHIRPA se repitieron posteriormente en todas las poblaciones participantes como un

paso previo a los ensayos de comportamiento, obteniéndose resultados similares.
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Figura 30. Evolucidn del peso de los animales control y BNrx1AC durante los primeros meses

de vida. N=3-7 ratones control; N= 2-10 ratones BNrx1AC.

2.2. Analisis de la locomocidn exploratoria. Test de campo abierto

En las tres pruebas de comportamiento que desarrollamos a continuacion (test de
campo abierto, rotarod y test de reconocimiento de objetos) utilizamos una poblaciéon
comun de 13 ratones control (6 ratones wild-type y 7 simples transgénicos TRE-HA-

BNrx1AC) y 10 ratones BNrx1AC machos de 5-7 meses.

Primero evaluamos la locomocion exploratoria con el test de campo abierto. En esta
prueba, el ratéon a analizar se sitla en una caja vacia de grandes dimensiones (45x
45cm) y se evalla la distancia total recorrida y el tiempo que pasa en el centro del area
(15 x 15cm) como medidas de la locomocidn general y de ansiedad, respectivamente
(Figura 31). Debido a que los espacios abiertos generan inseguridad en los roedores,
los ratones con mas ansiedad evitan el centro del campo abierto. En este test
observamos igual distancia total recorrida entre los ratones control y BNrx1ACy un

tiempo similar de estancia en el centro en ambos grupos (Figura 31).
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Figura 31. Prueba de campo abierto. A.- Vision aérea del test. B.- Ejemplo de andlisis del
recorrido de un animal en el campo abierto (45x45cm) con el software Viewer 3 (Biobserve)
utilizado para las cuantificaciones de distancia recorrida y tiempao en el area central (15x15cm),
sombreada en la imagen. C.- Distancia total recorrida. D.-Tiempo acumulado en el area central.
N=13 ratones control; N=10 ratones BNrx1AC. Edad: 5-7 meses. Andlisis estadistico utilizado: t-

test. Todas las barras de error son SEM. Realizacion del test: LGR. Andlisis: ERL.

2.3. Evaluacion de la capacidad de locomocién forzada y aprendizaje motor.

Prueba de rotarod

En el test de rotarod se coloca al ratdn sobre un eje que gira y acelera progresivamente
en el tiempo y se mide el tiempo que el animal consigue caminar sobre él sin caerse
(Figura 32). Mediante la cuantificacion de la latencia de caida, este test evalla la
locomocién forzada y el aprendizaje motor a lo largo de cuatro dias con dos sesiones
diarias. Para el andlisis se utilizé la sesidon con mayor tiempo de latencia de cada dia de
entrenamiento. Los ratones BNrx1AC mostraron un aprendizaje motor similar al del
control, mostrando un incremento similar en la latencia de caida entre el primer y
cuarto dia de entrenamiento (Figura 32). Ademas, ambos grupos presentaron valores

similares de latencia de caida en cada sesion.
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Figura 32. Prueba de rotarod. A.-Fotografia del aparato utilizado. El ratdn se encuentra
caminando sobre el eje que gira. B.- Resultados de la prueba. Se representa el mayor tiempo
de latencia de caida de dos sesiones diarias durante cuatro dias de entrenamiento (eje de
abscisas). N=13 ratones control; N=10 ratones BNrx1AC. Edad: 5-7 meses. Analisis estadistico
utilizado: two-way ANOVA con medidas repetidas y post hoc de Bonferroni con comparaciones
multiples. ***p-value < 0.001. Todas las barras de error son SEM. Realizacién y analisis del

test: LGR.

2.4. Evaluacion de la memoria de reconocimiento

El test de reconocimiento de objetos evalia la memoria de reconocimiento a largo
plazo (24 horas) gracias a la preferencia por la novedad innata de los roedores y sin
necesidad de componentes estresantes o aversivos (Vogel-Ciernia et al., 2014). En esta
prueba se le presentan al raton dos objetos idénticos en una caja durante 10 minutos.
A las 24 horas se reemplaza uno de los objetos conocidos por un objeto nuevo y se
cuantifica el tiempo que el ratén interacciona con cada uno de ellos durante 5 minutos
(Figura 33). La memoria de reconocimiento por el objeto familiar se relaciona con una
menor interaccion con él y por ello un mayor porcentaje de interaccién con el objeto

nuevo (indice de memoria).

Los grupos control y BNrx1AC presentaron un porcentaje similar de interaccidon
preferencial por el objeto nuevo (Figura 33 B). Sin embargo, si observamos una
diferencia entre los dos genotipos no relacionada con memoria, sino posiblemente con
un comportamiento persistente. Los ratones BNrx1AC incrementaron al doble el
tiempo total de interaccién con los dos objetos comparado con los ratones control

(Figura 33 C).
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Figura 33. Prueba de memoria de reconocimiento de objetos. A.- Visidon aérea del test durante
la fase de presentacion de un objeto nuevo y otro familiar. B.- indice de memoria a las 24
horas. C.- indice de exploracién. Suma de la interaccién total con los dos objetos. N=13 ratones
control; N=10 ratones BNrx1AC. Edad: 5-7 meses. Andlisis estadistico utilizado: t-test. **p-

value < 0.01. Todas las barras de error son SEM. Realizacion y analisis del test: LGR.

2.5. Caracterizacion del comportamiento relacionado con autismo en ratones

machos

Los resultados de comportamiento anteriormente presentados mostraron que la
disfuncién de BNrxns no afecta al comportamiento general. A continuacidn, pasamos a
analizar los componentes del comportamiento relacionado con los sintomas del TEA,
es decir, patrones repetitivos y restringidos de conductas y déficits persistentes en
interaccidon social y comunicacidon social (APA, 2013). Para ello, utilizamos pruebas
comportamentales disefiadas especificamente para estudiar este tipo de conductas,
como son las pruebas de acicalamiento o self-grooming repetitivo, el test de
interaccidn social en el 3-chamber test y la prueba de habituacién y deshabituacién de
la olfaccién (Pasciuto et al., 2015; Crawley, 2012; Silverman et al., 2010). Este tipo de
ensayos tan especificos de evaluacidon del comportamiento repetitivo y social no
habian sido realizados anteriormente en nuestro grupo, por lo que tuvimos que
implementar el material y poner a punto el disefio y analisis de los experimentos. Estas
pruebas comportamentales se realizaron en una cohorte de 9 ratones control (3 wild-
type y 6 simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC) y 9 ratones BNrx1AC, todos machos y

de edades comprendidas entre dos y cuatro meses.
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2.5.1 Anadlisis del comportamiento repetitivo con el self-grooming test

En el test del acicalamiento o self-grooming se cuantifica el tiempo que los ratones
pasan realizando secuencias estereotipadas de acicalamiento (Figura 34), asi como el
numero de eventos que inician durante 10 minutos. Un incremento de self-grooming

denota un comportamiento repetitivo del ratén.

El grupo BNrx1AC presentd un incremento tanto en tiempo como en numero de
eventos de acicalamiento, que duplicaron los valores observados en los ratones
control (Figura 34). Sin embargo, este incremento no afectd al tiempo medio por
evento de self-grooming, por lo que los resultados anteriores muestran una mayor

frecuencia de eventos sin cambios en la duracion de los mismos.

El incremento en comportamiento repetitivo de acicalamiento de los ratones BNrx1AC
podria asociarse al comportamiento de persistencia observado en el experimento de
reconocimiento de objetos, en el que mostraban una interaccién exagerada con los

dos objetos.
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Figura 34. Test de acicalamiento o self-grooming. A.- Foto del test. B.-Cuantificaciones
realizadas. De izquierda a derecha, tiempo de acicalamiento, nimero de eventos de self-
grooming y tiempo promedio de la duracién de un evento de acicalamiento (segundos). N=9
ratones control; N=9 ratones BNrx1AC. Edad: 2-4 meses. Analisis estadistico utilizado: t-test.

**p-value < 0.01. Todas las barras de error son SEM. Realizacién y analisis del test: LGR.
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2.5.2 Analisis de la interaccion social con la prueba de sociabilidad 3-

chamber

El comportamiento social lo evaluamos con la prueba de sociabilidad 3-chamber. Esta
prueba se realiza en una caja subdividida en tres habitaciones, una central y dos
laterales, conectadas por puertas a la habitacion central (Figura 35). En cada
habitacion lateral se coloca un cilindro enrejado que contiene el estimulo. El ratéon a
analizar puede moverse libremente e iniciar la interaccion con los estimulos
presentados dentro de los cilindros. La prueba se divide en dos fases que se realizan
secuencialmente: la fase de preferencia social y la fase de preferencia por la novedad

social.

En la fase de preferencia social se evalua la interaccién que el raton analizado muestra
con un ratén de la misma edad y sexo (estimulo social) o con un objeto (estimulo no
social). Como era de esperar, los ratones control presentaron mayor tiempo de
interaccion con el ratdn que con el objeto (Figura 35). Sin embargo, comparado con los
controles, los ratones BNrx1AC mostraron un descenso en la interaccidon con el ratén y
un incremento en la interaccién con el objeto, que causaron que no mostrara
diferencias significativas en el tiempo de interaccién con ambos estimulos (Figura 35

C).

En la fase de la preferencia por la novedad social se intercambia el objeto por un ratdn
no relacionado con el de la fase anterior. Se evaltua el tiempo de interaccidon con el
ratdn desconocido (nuevo) y con el ratén comun a la fase anterior (familiar). Mientras
que los ratones control realizaron una interaccion preferencial por el ratéon nuevo, los
ratones BNrx1AC disminuyeron la interaccidén con el ratén nuevo y la incrementaron
con el ratén familiar (Figura 35 D). Por lo tanto, los ratones BNrx1AC mostraron una

menor preferencia ante la novedad social.

De manera especifica, los déficits en la preferencia y en la novedad sociales
observados en el ratdn BNrx1AC no se deben a una diferencia en el tiempo total de

interaccion o diferencias en el nivel de exploracion o locomocién de los ratones, ya que
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el tiempo total de interaccién, el nimero de entradas a las habitaciones laterales y la

distancia total recorrida es similar entre los ratones control y BNrx1AC (Figura 35 E).
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Figura 35. Tiempo de interaccién con los estimulos presentados durante el test de sociabilidad
3-chamber. A, B.- Imagen del aparato 3-chamber durante la fase de preferencia social (A) y
preferencia por la novedad social (B) en la que se indica el contenido del cilindro enrejado. C.-
Tiempo de interaccién en la fase de preferencia social con el estimulo social (ratén) y no social
(objeto). D- Tiempo de interaccién en la fase de preferencia por la novedad social con el ratén
nuevo y el ratén familiar. E.- De izquierda a derecha, cuantificacion del tiempo total de
interaccidon, numero de entradas a las habitaciones laterales y distancia total recorrida
cuantificadas en la fase de preferencia social. N=9 ratones cantrol; N=9 ratones BNrx1AC.

Edad: 2-4 meses. Analisis estadistico utilizado: Two-way ANOVA con medidas repetidas y post
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hoc de Bonferroni con comparaciones multiples (C, D y E central); t-test (E graficas laterales).
*p-value < 0.05; **p-value < 0.01; ***p-value < 0.001. Todas las barras de error son SEM.

Realizacion del test: LGR. Andlisis de los datos: LGR y ERL.

2.5.3 Andlisis de Ila comunicacion social con el test de

habituacién/deshabituacién de la olfaccién

Tomando las senales olfativas como base de la comunicacion en roedores, realizamos
el test de habituacidon/deshabituacién de la olfaccién de olores sociales y no sociales
(Yang et al., 2009). En este test, se presentan secuencialmente diferentes olores y se
cuantifica el tiempo de olfaccién que muestran los ratones (Figura 36). Cada olor se
presenta con tres repeticiones, comenzando por olores no sociales y finalmente

sociales.

Como podemos ver en la figura 36, los ratones control mostraron un incremento en el
tiempo de interaccién durante la primera presentacidon de olores sociales (orina A)
comparado con la de los no sociales (agua, azahar, vainilla). Sin embargo, los animales
BNrx1AC presentaron una respuesta exagerada frente a estimulos olfativos no sociales,
que estaba incrementada al nivel de los estimulos sociales. En ambos grupos, la
interaccion con la segunda muestra de olor social (orina B) no llegd a ser tan elevada
como la primera, tal y como se ha descrito en la literatura (Yang et al., 2009). Por otra
parte, ambos grupos mostraron capacidad de discriminar entre las repeticiones del
mismo olor, ya que mostraron habituacion a la segunda y tercera presentacion de cada
olor, con un menor tiempo de olfaccidon que en la exposicion previa. La deshabituacion,
analizada como el tiempo de interaccion con un nuevo olor, tampoco se vio afectada

en los ratones BNrx1AC (figura 36).

La interaccion aumentada con olores no sociales podria deberse a una menor
deteccién general de olores en el raton BNrx1AC. Por ello se evalud la capacidad de
deteccion de olores mediante la busqueda de un pellet de comida oculto. Esta prueba
se realiza tras privar a los animales de comida durante 24 horas y se cuantifica el
tiempo que tardan en encontrar un pellet de pienso enterrado bajo el serrin. En este

andlisis, los ratones BNrx1AC y control mostraron igual tiempo de latencia en
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encontrar la comida (Figura 36 C), por lo que descartamos que la interaccion
exagerada con olores no sociales de los ratones BNrx1AC se deba a problemas de

anosmia.
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Figura 36. Anadlisis de la interaccién con sefiales olfativas. A, B.-Test de Ia
habituacion/deshabituacion de la olfaccidn. A.- Imagen de la prueba mientras el raton huele el
olor presentado en el bastoncillo. B.- Tiempo de olfaccion de los ratones con las
presentaciones de olores no sociales (agua, azahar, vainilla) y sociales (orina A, orina B). Los
valores 1, 2 y 3 repetidos en el eje de abscisas marcan la primera, segunda y tercera
presentacién de cada olor, respectivamente. C.- Prueba de enterramiento de comida para
evaluar la capacidad de deteccion de una guia olfativa. Se representa el tiempo en encontrar
una porcion de pienso enterrada. Tiempo (s) controles: 49.78 + 12.41; BNrx1AC: 47.22 + 14.99.
Edad: 2-4 meses. N=9 ratones control; N=9 ratones BNrx1AC. Edad: 2-4 meses. Andlisis
estadistico: se realizd con la primera presentacion de cada olor utilizando two-way ANOVA con
medidas repetidas y post hoc de Bonferroni con comparaciones multiples (B); t-test (C). ***p-
value < 0.001. Todas las barras de error son SEM. Realizacion del test: LGR; analisis de los

datos: LGR y ERL.

Los resultados de comportamiento del modelo BNrx1AC muestran un claro defecto
especifico de las pruebas que evaluan aspectos relacionados con el comportamiento
repetitivo y los defectos en interaccién social y comunicacién social. Estos defectos en
comportamiento no estdn asociados con una alteracién general del comportamiento
en otras pruebas conductuales, ya que el comportamiento general (locomocion,

aprendizaje motor, memoria) no muestra diferencias entre ratones fNrx1AC y ratones

88



Resultados

control. Por lo tanto, estos resultados apuntan a que la disfuncion postnatal de BNrxns
en neuronas del prosencéfalo provoca un comportamiento similar al autismo en el

ratéon BNrx1AC.

2.6. Re-evaluacion de las pruebas asociadas a los sintomas del TEA en cohortes

independientes de ratones machos

Como hemos demostrado, la expresidn de la proteina transgénica HA-BNrx1AC alcanza
su maximo nivel de expresidn a partir de la tercera semana (Figura 24). Por lo tanto,
los ratones evaluados en la cohorte exploratoria del apartado anterior, de 2-4 meses
de edad, han sufrido la perturbacién en BNrxns durante un periodo relativamente
corto de tiempo. Debido a que los sintomas del TEA aparecen en etapas tempranas
pero perduran durante toda la vida adulta, decidimos analizar cémo afecta la
disfuncién crénica de BNrxns en etapas mas tardias del desarrollo. Por otra parte,
debido a la variabilidad interindividual intrinseca de cualquier experimento de
comportamiento, es importante replicar los resultados en poblaciones independientes
de animales, a ser posible por investigadores independientes y en laboratorios
independientes (Kazdoba et al., 2016). En este sentido, cabe resaltar el conflicto que
existe por la falta de replicacién de los datos de comportamientos asociados al TEA
previamente reportados en el raton Kl de NL3 R451C y el ratén KO de NL4 (Chadman
et al., 2008; Ey et al., 2012; Stephane Jamain et al., 2008; Jaramillo et al., 2014). Por
todo ello, decidimos re-evaluar las pruebas especificas del comportamiento similar al
autismo en otras tres cohortes de replicacion independientes de ratones adultos a

diferentes edades, 3-5 meses, 6 meses y 7-9 meses (Figura 37).

inicio expresion

HA-BNmx1AC
wr Cohorte exploratoria
nacimiento
edad — t t + t t t t t t t t
(meses). 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Replicacién A Replicacién B Replicacién C
L J

v
3 Cohortes de replicacion

89



Resultados

Figura 37. Diagrama explicativo de la edad de las cuatro poblaciones de ratones en las que se
analizd el comportamiento asociado al TEA. Los experimentos realizados en la cohorte
exploratoria se evaluaron en tres cohortes adicionales de replicacién independientes con

diferentes edades.

Consistentemente, en las tres cohortes adicionales de ratones adultos observamos la
manifestacion del fenotipo similar al autismo, que replica los resultados hallados en la
primera poblacién de adultos jovenes analizada (Figuras 34—36). Asi, en estos nuevos
analisis también observamos de nuevo un incremento al doble en el comportamiento
repetitivo de self-grooming en los animales BNrx1AC (Figura 38 A4, B4, C4). En el test de
3-chamber reprodujimos la falta de preferencia social, ya que los ratones BNrx1AC
presentaron una interaccion similar con el estimulo social y el no social en las tres
cohortes ensayadas (Figura 38 A, B,, C;). Asi mismo, en la segunda fase del test se
replicé la falta de preferencia por la novedad social, puesto que los ratones BNrx1AC
presentaron interaccion similar con el estimulo social nuevo y el familiar (Figura 38 A,,
C,). Con respecto a la comunicacion social, se reprodujo en los ratones BNrx1AC una
respuesta exagerada hacia olores no sociales, que llegd al nivel de olfaccién de los

sociales en el test de habituacion/deshabituacion de la olfaccidn (Figura 38 A3, Cs).
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Figura 38. Andlisis del comportamiento asociado al autismo en tres cohortes independientes
de animales adultos. Los esquemas superiores indican el test realizado en las graficas
inferiores. A, B4, Cy.- Test de self-grooming. Cuantificacién del tiempo y nimero de eventos de
acicalamiento. A,, B,, C,.- Prueba de sociabilidad 3-chamber. Se muestra la fase de preferencia
social (izquierda) y la fase de preferencia por la novedad social (derecha). A;, Cs.- Test de
habituacion/deshabituacion de la olfaccion. Cohorte A: 9 ratones control y 9 ratones BNrx1AC
de 6 meses; cohorte B: 10 ratones control y 10 ratones BNrx1AC de 3-5 meses; cohorte C: 13
ratones control y 10 ratones BNrx1AC de 7-9 meses. Analisis estadistico: t-test (A,, B, Cy); two-
way ANOVA con medidas repetidas y post hoc de Bonferroni con comparaciones multiples (A,,
A;, By, Gy, C3). *p-value < 0.05; **p-value < 0.01; ***p-value < 0.001. Todas las barras de error

son SEM. Realizaciéon del test: LGR (cohortes Ay C) y ERL (cohorte B). Analisis: LGR y ERL.
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Los resultados obtenidos en estas nuevas poblaciones de animales confirman el
comportamiento repetitivo y el defecto en la comunicacién y la interaccién social
observada en ratones mas jovenes del modelo BNrx1AC (Figuras 34—36). Este
comportamiento asociado al autismo se mantiene a lo largo de la etapa adulta incluso
en los ratones BNrx1AC de mayor edad (Figura 38). Ademds, existe una gran
consistencia de los valores obtenidos, ya que los ratones BNrx1AC muestran
diferencias con los ratones control muy similares entre las diferentes poblaciones de
animales, testadas ademads por dos investigadores participantes. En esta misma linea,
el hecho de que los valores de los ratones control de cada cohorte fueron en general
muy similares sugiere que el sustrato neuronal responsable del comportamiento
repetitivo, la interaccién social y la comunicacion olfativa se establece en etapas
tempranas y se mantiene estable en el rango de edad ensayado. Estos datos
demuestran que la expresion postnatal temprana del mutante de BNrxnl en el ratén
BNrx1AC produce un robusto comportamiento asociado al autismo y persistente en el

tiempo.

2.7. Analisis de la reversion de los defectos asociados con el TEA

Los defectos conductuales similares al TEA observados durante toda la etapa adulta
del modelo BNrx1AC nos sugirié dos posibilidades respecto a su origen. Por un lado,
podrian originarse por un efecto restringido en el tiempo durante el desarrollo
postnatal, o alternativamente podrian deberse a una disfuncidon continuada en las

neuronas adultas del cerebro maduro.

Durante las primeras semanas postnatales tiene lugar una reorganizacion sinaptica,
gue mediante la formacion, fortalecimiento y eliminacion de sinapsis moldea los
circuitos neuronales (Erzurumlu et al., 2004). Las perturbaciones ocasionadas durante
este periodo critico de plasticidad pueden tener consecuencias duraderas que se
manifiesten durante la etapa adulta. El periodo critico en los ratones comprende
aproximadamente desde la primera a la cuarta semana de vida. Debido a que la

expresion del mutante HA-BNrx1AC comienza a partir de la 32 semana postnatal
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(Figura 24), no podemos descartar que la disfuncion de BNrxns durante el periodo
critico cause cambios en los circuitos sindpticos persistentes en el tiempo. Si asi fuera,
la eliminacién de la proteina transgénica en el ratdn BNrx1AC adulto no bastaria para
rescatar los defectos de comportamiento. Sin embargo, si los defectos de
comportamiento observados en el ratédn BNrx1AC se debieran a un defecto continuo
de BNrxns, que se mantuvieran mientras el mutante estuviera integrado en el circuito
sindptico, el apagado de la expresion del mutante de BNrxnl seria suficiente para

revertir el efecto.

Para distinguir entre estas dos posibilidades, tomamos ventaja del sistema inducible
Tet-off y volvimos a analizar el fenotipo del ratdon BNrx1AC tras apagar la expresion del
transgén con Dox. Para ello, tratamos con Dox durante dos semanas a los ratones de la
poblacién mas joven analizada (2-4 meses) y a los de mayor edad (9-11 meses), tras lo
cual re-evaluamos las pruebas especificas con relevancia en autismo. Para evitar
cualquier efecto potencial causado por la repeticion de las pruebas, el tratamiento con
Dox y la re-evaluacion posterior se distanciaron dos meses desde la primera evaluacién

en los ratones de mayor edad.
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Figura 39. Diagrama explicativo del experimento de apagado de la expresion de HA-BNrx1AC

en dos cohortes de animales de diferente edad.

Mientras que la dieta Dox en los animales control no supuso un cambio sobre el
comportamiento, las dos cohortes de ratones BNrx1AC tratados con Dox mostraron
una reversién consistente del fenotipo en las pruebas que ewvallan aspectos
relacionados con autismo. En el analisis del comportamiento repetitivo de self-
grooming, el tiempo y nimero de eventos de acicalamiento se redujeron al nivel de los
controles en ambas cohortes (Figuras 40 A, 41 A). En la fase de preferencia social de Ia

prueba de sociabilidad 3-chamber los ratones BNrx1AC tratados con Dox mostraron un

93



Resultados

incremento significativo de interaccidn con el estimulo social frente al no social, que
resultd en la discriminacidén de los dos estimulos. De la misma manera, en la fase de
preferencia por la novedad social, los ratones PBNrx1AC tratados con Dox
incrementaron la interaccion con el ratén nuevo, mostrando una mayor preferencia
por la novedad social que antes del tratamiento (Figuras 40 By 41 B). En la prueba de
habituacidon/deshabituacion de la olfaccion, los ratones BNrx1AC tratados con Dox
recuperaron la discriminaciéon entre los olores sociales y no sociales, mediante un

descenso de interaccion con los olores no sociales (figura 40 Cy 41 C).
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Figura 40. Reversion del comportamiento relacionado con el autismo en ratones BNrx1AC
jovenes (2-4 meses). En la figura se comparan los experimentos antes y después del
tratamiento con Dox. Los resultados previos al tratamiento (A-C) ya habian sido mostrados en
las figuras 34—36 anteriores, pero se representan de nuevo para facilitar la comparacién con
los resultados tras el tratamiento con Dox (D-F). A, D.- Test de self-grooming. Tiempo
(izquierda) y numero de eventos (derecha) de acicalamiento. B, E.- Test de sociabilidad 3-
chamber. Fase de preferencia social (izquierda) y fase de preferencia por la novedad social
(derecha). C, F.- Test de habituacidn/deshabituacion de la olfaccion frente a olores no sociales
y sociales. N=9 ratones control; N=9 ratones BNrx1AC. Edad: 2-4 meses. Andlisis estadistico: t-

test (A, D); two-way ANOVA con medidas repetidas y post hoc de Bonferroni con
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comparaciones multiples (B, C, E, F). *p-value < 0.05; **p-value < 0.01; ***p-value < 0.001.

Todas las barras de error son SEM. Realizacién del test: LGR. Analisis: LGR y ERL.
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Figura 41. Reversion del comportamiento relacionado con el autismo en ratones BNrx1AC de
mayor edad (9-11 meses). En la figura se comparan los experimentos antes y después del
tratamiento con Dox. Los resultados previos al tratamiento (A-C) ya habian sido mostrados en
las figuras 38 anteriores, pero se representan de nuevo para facilitar la comparacion con los
resultados tras el tratamiento con Dox (D-F). A, D.- Test de self-grooming. Tiempo (izquierda) y
numero de eventos (derecha) de acicalamiento. B, E.- Test de sociabilidad 3-chamber. Fase de
preferencia social (izquierda) y fase de preferencia por la novedad social (derecha). C, F.- Test
de habituacion/deshabituacion de la olfaccién frente a olores no sociales y sociales. N=9
ratones control; N=9 ratones BNrx1AC. Edad: 7-9 meses antes de Dox (A-C), 9-11 meses en la
reversion (D-F). Anadlisis estadistico: t-test (A, D); two-way ANOVA con medidas repetidas y
post hoc de Bonferroni con comparaciones multiples (B, C, E, F). *p-value < 0.05; **p-value <
0.01; ***p-value < 0.001. Todas las barras de error son SEM. Realizacidn del test: LGR. Analisis:

LGRy ERL.

La reversion de los defectos de comportamiento, obtenida incluso en ratones de edad

avanzada, indica que la disfuncién crénica de BNrxns en las neuronas adultas del
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prosencéfalo es la causa del fenotipo relacionado con el autismo observado en los
ratones BNrx1AC, ya que la eliminacién de la perturbacién es suficiente para revertir

los defectos en comportamiento a cualquier edad.

2.8. Andlisis de comportamiento social en hembras del modelo de autismo

BNrx1AC

Como hemos explicado en la introduccidn, los datos epidemiolégicos de TEA muestran
un ratio 4:1 en la incidencia de TEA en nifios y en nifias (Christensen et al., 2016). A
pesar de que a esta diferencia podrian contribuir sesgos en el diagndstico parece
existir una cuestion biolégica en la diferente prevalencia del TEA (Frazier et al., 2014).
Datos genéticos sugieren un umbral de apariciéon de los sintomas mayor en las nifias,
ya que la carga mutacional de nifias afectas es mayor que la de los nifios afectos

(Halladay et al., 2015).

El gen NRXN1 se encuentra en el cromosoma 2 humano (cromosoma 17 murino).
Como no es un gen ligado al cromosoma X esperamos que las mutaciones asociadas a
la disfuncién de Nrxns encontradas en pacientes con TEA afecten con igual proporcién
a hombres y mujeres. Sin embargo, la manifestacion fenotipica de estas mutaciones
podria variar entre ambos sexos si existieran factores no genéticos que protegieran del
desarrollo de los sintomas en nifias. Por ello, decidimos abordar la cuestién de si la
disfuncidon de BNrxns del modelo BNrx1AC reproduce en hembras los resultados de

comportamiento encontrados en poblaciones de ratones machos.

En una poblacién de 13 ratonas control (diez wild-type, dos simples transgénicas TRE-
HA-BNrx1AC y una simple transgénica CaMKII-tTA) y 12 ratonas BNrx1AC adultas (5-10
meses de edad) no sincronizadas hormonalmente se realizaron las pruebas
comportamentales relacionadas con el autismo mds representativas en nuestro
modelo. Analizamos el comportamiento repetitivo mediante el test de self-grooming y

la interaccion social mediante prueba de sociabilidad 3-chamber.

Como podemos ver en la figura 42, las ratonas BNrx1AC tuvieron un incremento en el

comportamiento repetitivo de self-grooming, con un mayor tiempo de acicalamiento
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que las hembras control. El niumero de eventos de self-grooming también estaba
incrementado en las ratonas BNrx1AC, aunque no alcanzd significancia estadistica en
este ensayo. Al calcular el tiempo promedio de cada secuencia de acicalamiento,
observamos un incremento en las hembras BNrx1AC con respecto a las ratonas
control, que sugiere una mayor persistencia en eventos individuales (figura 42). Esto
representa una diferencia cualitativa con respecto al comportamiento en ratones

macho, en los que el tiempo medio por evento no estaba alterado (figura 34).

En la fase de preferencia social del test de 3-chamber las hembras control mostraron
una mayor interaccion con el estimulo social (ratona) frente al no social (objeto). Sin
embargo, las hembras doble transgénicas no presentaron dicha preferencia, que se
reflejé en una interaccién exagerada con el objeto (figura 42). A pesar de que la
interaccion con el estimulo social parecid no disminuir significativamente en las
ratonas BNrx1AC, la suma de interaccién total con los dos estimulos no se vio alterada,

de forma similar a lo observados en los ratones machos (figura 35).

En la fase de la preferencia por la novedad social en la prueba de 3-chamber
observamos que la interaccién de las hembras control con la ratona desconocida
estaba incrementado frente a la familiar, aunque en este caso no alcanzé significancia
estadistica (figura 42). En las hembras BNrx1AC se detectd una tendencia a la baja en la

preferencia por la novedad social.
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Figura 42. Analisis del comportamiento relacionado con el autismo en hembras BNrx1AC. A.-
Test de self-grooming repetitivo. De izquierda a derecha, tiempo de acicalamiento, nimero de
secuencias de acicalamiento y tiempo medio por evento de acicalamiento. B.- Prueba de
sociabilidad 3-chamber. De izquierda a derecha, fase de preferencia social (ratona u objeto),
interaccion total de esta fase, e interaccidn en la fase de preferencia por la novedad social
(ratona nueva o familiar). N=13 ratonas control; N=12 ratonas BNrx1AC. Analisis estadistico: t-
test (A, grafica central de B); two-way ANOVA de medidas repetidas y post hoc de Bonferroni
con comparaciones multiples (B). Todas las barras de error son SEM. *p-value < 0.05; ***p-

value < 0.001. Realizacién y andlisis del test: ERL

Los resultados de las pruebas de comportamiento relacionado con los sintomas del
autismo realizadas en hembras BNrx1AC muestran unos resultados similares a los
hallados en machos. Los datos de self-grooming muestran un comportamiento
repetitivo en ratones de ambos sexos, aunque parece que el origen de ese incremento
tenga en hembras un componente adicional, debido a un incremento en el tiempo
medio de las secuencias de acicalamiento. Pese a ello, la medida de tiempo total de
self-grooming representa una lectura del comportamiento repetitivo en el modelo
BNrx1AC, incrementado en ambos grupos. Ademads, la prueba de sociabilidad 3-
chamber muestra un robusto resultado de pérdida de la preferencia por la sociabilidad
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en hembras y en machos. Por ello, podemos concluir que la disfuncién postnatal de
BNrxns del ratén BNrx1AC provoca un fenotipo similar al autismo en ratones machos y
hembras. Por ello, la generacidon del ratén BNrx1AC puede representar un nuevo

organismo modelo para analizar |la patologia asociada al TEA en ambos sexos.
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3. Posibles mecanismos afectados en el modelo BNrx1AC

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que la presencia en el terminal
presinaptico del mutante HA-BNrx1AC causa un defecto en la transmisidn sinaptica
que se traduce en un fenotipo similar al autismo. Para explorar los mecanismos
sindpticos afectados en el modelo BNrx1AC, analizamos algunos elementos que
podrian explicar los mecanismos moleculares subyacentes, como son alteraciones en
componentes de la sinapsis y en la densidad sindptica, defectos en la modulacién

mediada por eCBs y alteraciones en la expresion génica.

3.1. Anadlisis de los niveles de proteinas sindpticas candidatas

La ausencia del dominio citoplasmico en el mutante HA-BNrx1AC podria desplazar
ligandos esenciales fuera de la sinapsis que a la postre fueran los responsables de los
defectos sinapticos y de comportamiento. Para intentar identificar dichos ligandos
analizamos una bateria de proteinas sindpticas candidatas por western blot en
preparaciones de sinaptosomas. De este modo evitamos diluir posibles efectos en los
niveles de las proteinas sinapticas con lisados totales. Como candidatas al analisis
seleccionamos proteinas implicadas en la adhesién transindptica (BNrxnl, NL1, NL2,
NL3), proteinas con funciéon en el reclutamiento vesicular y/o en la liberacién de
neurotransmisores (Cask, Mint1, Liprinas, Rim1, Sinapsinas, Sinaptobrevina, SNAP25,
Munc18), proteinas de andamiaje postsinaptico (PSD-95, Gefirina) y receptores de

glutamato (GluA1l, GIuA2, GluN1, mGlus).

Comparamos tres purificaciones independientes de sinaptosomas obtenidos de la
corteza a partir de animales control o dobles transgénicos, igualando la cantidad de
proteina cargada entre ellas. En estos experimentos no encontramos cambios
significativos en los niveles de la bateria de proteinas sindpticas analizadas, lo cual
descarta un defecto general en la composicidén de las sinapsis en el modelo BNrx1AC

(figura 43).
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Figura 43. Analisis de una bateria de proteinas sindpticas candidatas en sinaptosomas por

western blot. A.- Imagenes representativas de las proteinas testadas. B.- Cuantificaciones del

experimento. Se representa el promedio de las tres réplicas de cada condicidon. Analisis

estadistico: t-test. Todas las barras de error son SEM.

Aunque intentamos maximizar el nimero de proteinas analizadas por western blot,

este experimento esta limitado por la disponibilidad de anticuerpos especificos y por el

numero relativamente pequefio de candidatos que se pueden analizar. Para superar

esta limitacion, decidimos analizar mediante un abordaje masivo de protedmica la

composicidn relativa de los terminales sindpticos en el Servicio de Protedémica del
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Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS). El método elegido fue nano LC-MS/MS
(nanocromatografia liquida acoplada a espectometria de masas) con iTRAQ (del inglés
Isobaric tags for relative and absolute quantitation), que permite comparar la
abundancia relativa de proteinas entre varias preparaciones diferentes marcadas con
distinto isdtopo isobarico. Obtuvimos cuatro nuevas purificaciones de sinaptosomas
de animales control y tres de ratones BNrx1AC. Una octava muestra se obtuvo al
combinar una fraccién de las cuatro muestras control para ser utilizada como
referencia interna. Las proteinas de cada muestra se digirieron con tripsina y se
marcaron con la correspondiente etiqueta de iTRAQ (113, 114, 115, 116, 117, 118, 119
y 121). Posteriormente las ocho preparaciones se combinaron para ser analizadas en

paralelo por nano LC MS/MS en un espectémetro de masas.

A partir de los péptidos detectados, el Servicio de Protedmica realizé una identificacion
de las proteinas cuantificables y de su nivel relativo para cada etiqueta de iTRAQ.
Aplicamos sobre este listado de proteinas un filtro de calidad. Para ello seleccionamos
las proteinas que tuvieran asociada una puntuacidn de la calidad de deteccidon o SCORE

superior a cero, obteniendo un listado de 1.758 proteinas.

En el listado filtrado de proteinas observamos un comportamiento no esperado,
puesto que dentro de un mismo grupo (control o BNrx1AC) la deteccién global de
proteinas era muy diferente para cada muestra, pese a haber partido de la misma
cantidad inicial de proteina (110 pg). Esta variabilidad se reflejé incluso en el promedio
de la cantidad de todas las proteinas, que como podemos ver en la tabla 9,
presentaban diferencias de hasta 10 veces entre muestras del mismo grupo (por
ejemplo, los controles varian desde 1.16 a 0.15). Debido a esta variabilidad no pudimos
comparar directamente la cantidad de proteinas concretas entre las diferentes

muestras.

Para intentar obtener mas informacién de este experimento, homogeneizamos los
datos utilizando el promedio de la deteccién del conjunto de proteinas de cada
muestra. Para ello, normalizamos la cantidad de cada proteina de una muestra con

respecto al promedio de todas las proteinas en esa muestra.
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Control BNrx1AC
Isétopo 115/113 114/113 117/113 119/113 116/113 118/113 121/113
Promedio de la sefial: 1,66 0,23 0,15 0,96 1,54 0,14 1,28
Promedio normalizado 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Tabla 9. Sefial promedio de todas las proteinas en cada muestra de sinaptosomas analizada

con iTRAQ. Se muestra el promedio antes y después de la normalizacion.

A partir de los datos normalizados calculamos el promedio de deteccién de las
proteinas en los dos grupos y los comparamos con el ratio BNrx1AC/control para
obtener el nivel de cambio. Decidimos establecer un umbral de cambios del 20% (0.8 >
ratio > 1.2). Con las 95 proteinas que lo superaron (listado en anexo 1.1) realizamos un
analisis preliminar del enriquecimiento de rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes), que relacionan genes y proteinas segun sus funciones en la célula y el
organismo. Para este abordaje utilizamos la plataforma STRING, que analiza
interacciones funcionales entre las proteinas seleccionadas y puntua la probabilidad de
enriquecimiento de las rutas KEGG (Szklarczyk et al., 2017). En la tabla 10 se muestran
las 10 rutas KEGG mas significativamente enriquecidas en este analisis (listado
completo de rutas KEGG en anexo 1.2). Entre ellas encontramos algunas que resultan
muy interesantes para nuestro modelo, como por ejemplo las relacionadas con la
sefializacion glutamatérgica y GABAérgica, la sefializacion retrégrada por eCBs y las
rutas de sefializacidén de calcio. El anexo 1.3 recoge el listado de proteinas asociadas a
estas rutas KEGG y su ratio obtenido en el experimento de iTRAQ. La sefializacién
glutamatérgica y GABAérgica se encuentran alterados en el modelo BNrx1AC, que
como hemos demostrado presenta una reduccion en la frecuencia de mEPSCs y
mIPSCs (figura 29), por lo que las proteinas con expresion alterada en los ratones
BNrx1AC relacionadas con las rutas KEGG Glutamatergic synapse y GABAergic synapse
son susceptibles de mediar dichos defectos. Por ejemplo, observamos una reduccion
en el receptor metabotrdpico de glutamato mGlu; y un aumento en los niveles de
Shank3, dos proteinas que forman un complejo a través de Homer en el terminal
postsindptico y que estan relacionadas con autismo (Bariselli et al., 2016; Monteiro et

al., 2017; Tu et al., 1999). La sefializacion retrograda por eCBs modula la liberacion de
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neurotransmisores y, como se menciona en la Introduccién, ha sido recientemente
asociada a disfunciones en la ruta Nrxns/NLs (Anderson et al., 2015; Foldy et al., 2013).
Las proteinas asociadas con la ruta KEGG Retrograde endocannabinoid signaling
representan por ello posibles candidatos a estar afectados por la disfuncidon de BNrxns
en el modelo BNrx1AC. Por ejemplo, encontramos un incremento en la proteina
degradadora de AEA FAAH. Por ultimo, las rutas de sefializacion de calcio son
imprescindibles para la liberacién de neurotransmisores, que como hemos mostrado
en los Antecedentes de esta Tesis Doctoral se encuentra reducida por la expresion de
HABNrx1AC in vitro (figura 15). Ademads, la funciéon presindptica de Nrxns se ha
relacionado con la transmisién mediada por calcio (Missler et al., 2003). Por ello, seria
interesante confirmar los cambios de expresién en proteinas relacionadas con la ruta
KEGG Calcium signaling pathway, como por ejemplo el incremento en la molécula de
unién a Ca®* calmodulina o la reduccién en los canales de Ca** dependientes de voltaje
Cacnalc. Sin embargo, debido a la variabilidad de los datos crudos de iTRAQ, estos
resultados preliminares suponen sélo un indicio de posibles rutas afectadas y es

necesario optimizar el experimento para poder obtener datos mas fiables.

KEGG PATHWAYS
#pail;way pathway description g‘::seegf::t fdr
4724 Glutamatergic synapse 8 6.04e-06
4723 Retrograde endocannabinoid signaling 7 2.97e-05
1120 Microbial metabolism in diverse environments 7 0.000592
4020 Calcium signaling pathway 7 0.000601
4727 GABAergic synapse 5 0.00177
4713 Circadian entrainment 5 0.00193
1200 Carbon metabolism 5 0.00323
1100 Metabolic pathways 15 0.00382
4720 Long-term potentiation 4 0.00382
4670 Leukocyte transendothelial migration 5 0.00405

Tabla 10. Enriquecimiento de rutas KEGG en las proteinas que presentan un cambio superior al
20% en las muestras BNrx1AC (0.8 > ratio > 1.2). Esta tabla incluye los 10 términos que
muestran mayor significancia estadistica segin la plataforma STRING. Se muestra el
identificador de la ruta KEGG (#pathway ID), la descripcion de la ruta (pathway description), el
numero de proteinas analizadas que se relacionan con esa ruta (observed gene count) y la

significancia estadistica que tiene el enriquecimiento en esa ruta (fdr, de false discovery rate).
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3.2. Analisis de la densidad de espinas dendriticas

La reduccion en la frecuencia de mEPSCs detectada en el ratén BNrx1AC se podria
explicar por una menor probabilidad de liberacién o alternativamente por un descenso
en el numero de sinapsis glutamatérgicas. Cabe resaltar que se han descrito cambios
en el numero de sinapsis excitatorias asociados a pacientes con TEA y en diferentes
modelos animales de autismo (Hutsler et al., 2010; Martinez-Cerdefio, 2017; Peca
etal,, 2011). Por ello analizamos la densidad de espinas dendriticas, que son
protrusiones de las dendritas donde tienen lugar la mayoria de las sinapsis
glutamatérgicas (Alvarez et al., 2007). Decidimos abarcar esta cuestién mediante la
tincién de Golgi-Cox (Cox, 1891; Zaqout et al., 2016), que permite visualizar con gran
detalle la morfologia de neuronas aisladas. Mediante esta técnica se impregnan al azar
un limitado numero de células (3-5%) de depdsitos de cloruro de mercurio (Spacek,
1989; Stean, 1974). A partir de imagenes de gran resolucion tomadas con un
microscopio 6ptico se pueden cuantificar las espinas que presenta un segmento

dendritico determinado.

Realizamos la tincion de Golgi-Cox en el cerebro de cinco animales control y cuatro
animales BNrx1AC. En ellos cuantificamos la densidad de las espinas dendriticas en dos
tipos celulares que expresan el transgén y con los que muy probablemente contactan
axones de células que expresan el mutante HA-BNrx1AC: las neuronas piramidales de
las capas 5-6 de la corteza (sinapsis cortico-corticales excitatorias entre neuronas
piramidales) y las Medium Spiny Neurons (MSNs) del estriado dorsal (proyecciones

cortico-estriatales glutamatérgicas).

3.2.1 Corteza somatosensorial primaria
Las neuronas principales de la corteza son las neuronas piramidales, que realizan
conexiones entre ellas y también proyectan a diferentes regiones subcorticales del
cerebro. Los somas se distribuyen en las capas 2-3 y 5-6 de la corteza y de ellos parten
las dendritas basilares y el tronco apical, dendrita mds gruesa que a su vez se ramifica
en dendritas de menor calibre (Shepherd, 2004, 2013). Se han descrito alteraciones en

la densidad de espinas dendriticas en el tronco apical de estas neuronas en pacientes
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con TEA (Hutsler et al., 2010). Ademas, mediante electrofisiologia hemos demostrado
una reduccién de la frecuencia de mEPSCs en las neuronas piramidales de las capas 5-6
(figura 29). Dado que estas neuronas son candidatas a tener afectada la densidad de
espinas dendriticas, realizamos un andlisis de la densidad de espinas dendriticas que
presentan en el tronco apical. Como observamos que la densidad de espinas
dendriticas iba incrementandose con la distancia el soma, para estos analisis decidimos
subdividir el tronco apical en dos segmentos, situados a diferente distancia del cuerpo

celular (figura 44 C):

- Segmento apical proximal: segmento de 30 um a partir de la primera espina del
tronco apical.

- Segmento apical distal: segmento de 30 um que comienza 45 um tras la
primera espina del tronco, o lo que es lo mismo, 15um posterior al final del

segmento proximal.

Tomamos imagenes del tronco apical de aproximadamente cuatro neuronas
piramidales de cada ratén, captando tantos planos seriados en el eje Z separados por
0,5um como fueran necesarios para poder enfocar con claridad toda la longitud de la
dendrita a cuantificar (la figura 44 D muestra uno de esos planos). Tras el contaje
manual del nimero de espinas dendriticas, realizamos el promedio de la densidad de
espinas en cada segmento. Como se puede ver en la figura 44 E, observamos una
tendencia a la reduccion en la densidad de espinas dendriticas en el segmento apical
proximal de los ratones BNrx1AC, aunque la diferencia no alcanza significancia
estadistica. En el segmento apical distal esta tendencia a la reduccién se pierde. En
cualquier caso, la magnitud del ligero cambio en el segmento apical proximal no seria

suficiente para explicar por completo el descenso del 50% en la frecuencia de mEPSCs.
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Figura 44. Analisis de densidad de espinas dendriticas en la corteza mediante la tincién de
Golgi-Cox. A.- Visidn general de la corteza impregnada de Golgi-Cox. B.- Magnificacién de las
capa 5-6 de la corteza. C.- Tronco apical de una neurona piramidal, sobre el que estd indicada
la distribucion de los segmentos cuantificados. D.- Ejemplos de segmentos de 30um
cuantificados. La imagen muestra solamente un plano individual en el eje Z, por lo que algunas
espinas estan fuera de foco. E.- Graficas resultantes de la cuantificacidon de la densidad de
espinas dendriticas. N=19 neuronas y N=15 neuronas de ratones control y BNrx1AC,
respectivamente. Analisis estadistico: t-test (E). Escalas de tamafio: 500um (A), 50um (B),

10um (C), 5um (D).

3.2.2 Estriado dorsal

Las MSNs son las neuronas principales del estriado, ya que representan el 90% de las
neuronas estriatales. La principal aferencia que reciben procede de la corteza,
principalmente de las regiones sensorial, motora y cingulada (Guo et al., 2015; Wall et
al.,, 2013), areas en las que el ratén transgénico BNrx1AC expresa altos niveles de la
proteina transgénica (figura 22). Por ello, aunque la respuesta electrofisiolégica de las
MSNs en el ratdon BNrx1AC no se ha determinado, las MSNs son un substrato neuronal
candidato a sufrir alteraciones en la densidad de espinas dendriticas ocasionadas por
la expresién del mutante de BNrxnl. Como se puede observar en el panel C de la figura

45, las MSNs tienen una morfologia radial, una compleja arborizaciéon y estan muy
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decoradas por espinas (Shepherd, 2004). Las dendritas que parten directamente desde
el soma no presentan espinas y se denominan primarias, a partir de éstas se numeran
las siguientes ramificaciones. Debido a que cada nivel de ramificacidon puede presentar
diferente densidad de espinas dendriticas se analizaron por separado las dendritas

secundarias y terciarias (Figura 45 C).

Seleccionamos aproximadamente cinco neuronas de cada raton con morfologia tipica
de las MSNs y de cada una tomamos imagenes a diferentes planos seriados del eje Z de
cuatro dendritas secundarias y cuatro terciarias para su cuantificacion (ejemplos de
uno de esos planos en figura 45 D). Las cuantificaciones de estos experimentos no
mostraron diferencias significativas en la densidad de espinas ni en dendritas
secundarias ni en terciarias, si acaso existe una muy ligera tendencia a la reduccion en

ambos casos en los ratones BNrx1AC (figura 45 E).
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Figura 45. Andlisis de la densidad de espinas dendriticas en neuronas del estriado mediante Ia
tincién Golgi-Cox. A.- Vista general del estriado dorsal impregnado con la tincién de Golgi-Cox.
B.- Neuronas del estriado. Las neuronas mas individualizadas son mas aptas para su
cuantificacion. C.- Neurona con morfologia de MSN. Se sefiala un ejemplo de dendritas

secundaria (22) y terciaria (32). D.- Detalle de segmentos para visualizar las espinas dendriticas
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en dendritas secundarias y terciarias de animales control y BNrx1AC, como se indica. E.-
Cuantificacion de la densidad de espinas en dendritas secundarias y terciarias. N= 26 y 23
neuronas de animales control y BNrx1AC, respectivamente. Andlisis estadistico: t-test. Escalas

de tamafio: 500um (A), 100um (B), 25um (C), S5um (D).

El conjunto de estos resultados indica que la densidad de espinas dendriticas en
corteza y estriado no parece estar alterada en los ratones BNrx1AC. Estos datos
sugieren que el descenso del 50% en la frecuencia de mEPSCs en las neuronas
piramidales de la corteza no se debe a una reduccién en paralelo del nimero de
sinapsis glutamatérgicas y hacen pensar en la contribucién de mecanismos

presinapticos que afecten la probabilidad de liberacién.

3.3. Anadlisis de los niveles de eCBs y compuestos relacionados en muestras de

corteza

Como hemos explicado en la Introduccién de esta Tesis Doctoral, el sistema eCB es un
sistema neuromodulador dependiente de actividad sinaptica que recientemente se ha
asociado con la ruta Nrxns/NLs. Los ratones KO de NL3 y KI de NL3-R451C muestran
una reduccién en la sefalizacién ténica de eCBs que causa un incremento de la
transmisién sindptica inhibitoria de las interneuronas CCK sobre las neuronas
piramidales del hipocampo (Foldy et al., 2013). Por otra parte, se ha sugerido que las
BNrxns podrian ejercer de freno en la produccién de eCBs, ya que el TKO BNrxnl-3
provoca un incremento en la sefalizacién ténica de eCBs asociado a un descenso en la
transmisién glutamatérgica (Anderson et al.,, 2015). Sin embargo, en ninguno de los

trabajos anteriores se midieron los niveles de eCBs.

La disfuncién en BNrxns generada en nuestro modelo BNrx1AC provoca una
disminucién de la transmision sinaptica glutamatérgica in vivo (figura 29). Debido a la
similitud de esos efectos con la inhibicién en la transmisidén glutamatérgica descrita en
las neuronas TKO BNrxn1-3, nos preguntamos si el sistema eCB podria estar afectado
por la expresion del mutante HA-BNrx1AC. Una posibilidad seria que la insercion del

dominante negativo HA-BNrx1AC en las sinapsis glutamatérgicas impidiera el freno
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ejercido por las BNrxns endégenas sobre la produccidon de eCBs. Este efecto podria
resultar en una mayor producciéon de eCB que causara el descenso de la probabilidad
de liberacién detectado. Por otra parte, el dominio extracelular del mutante HA-
BNrx1AC podria representar un freno adicional para la sintesis de eCBs. En este
sentido, los resultados preliminares del abordaje de protedmica en sinaptosomas
mediante iTRAQ apuntaron a una menor produccién de eCBs y a un incremento en su
degradacion. Se observd una reduccidon en proteinas que activan la sintesis de 2-AG
(mGluy) y un incremento en la enzima degradadora de AEA (FAAH). Por todo ello,
decidimos abordar directamente si la ruta mediada por eCBs podria estar afectada en
el modelo BNrx1AC mediante la determinaciéon de los niveles de compuestos con

actividad eCB en el cerebro.

En colaboracion con el grupo de Rafael de la Torre, en la Universitat Pompeu Fabra
(Barcelona), cuantificamos los niveles de los dos eCBs principales, 2-AG y AEA. En
paralelo también analizamos otros compuestos derivados de 4acidos grasos que
proporcionan informacién complementaria de la actividad de enzimas comunes. El
analisis lo realizamos en muestras de corteza, el area cerebral donde habiamos
registrado el descenso en la frecuencia de mEPSCs y mIPSCs y de la que se purificaron
los sinaptosomas utilizados en el experimento de protedmica. Debido a que el defecto
en comportamiento social y el incremento en comportamiento repetitivo estan
presentes en machos y hembras del modelo BNrx1AC (figuras 34-36, 38, 42),
decidimos analizar los niveles de eCBs en una cohorte de ratones de cada sexo.
También incluimos muestras de machos BNrx1AC tratados con Dox, para testar si los
cambios potenciales en niveles de eCBs se pueden revertir al apagar la expresion del

transgén, al igual que ocurre con el fenotipo asociado a autismo (Figuras 40,41).

Para evitar alteraciones debidas al incremento post-mortem en los niveles de eCBs
(Buczynski et al., 2010) se verificé que el tejido fue extraido, pesado y congelado para
todos los casos en un intervalo de 2-3 minutos desde el sacrificio por dislocacion.
Ademas, para ralentizar las reacciones enzimaticas de sintesis de eCBs, todo el proceso

se realizé en una cdmara fria y sobre hielo.
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Sorprendentemente y contrario a lo que se ha postulado, no encontramos diferencias
en los niveles de eCBs entre los distintos genotipos y tratamientos en ninguna de las
cohortes de animales (figura 46 A-D). Sin embargo, si se observaron diferencias
relacionadas con el sexo de los animales. Concretamente, los niveles de AEA ratones
machos triplican a los hallados en hembras (Figura 46 E, F). Este efecto no se observa
en 2-AG, que muestra niveles similares en ambos sexos. Debido a que los ratones
BNrx1AC de ambos sexos presentan un comportamiento asociado al autismo (Figuras
38, 42) estos datos descartan que las variaciones en los niveles de AEA afecten al
fenotipo de comportamiento del modelo BNrx1AC. Por lo tanto, podemos concluir que
la inhibicion en la de transmision sindptica del modelo BNrx1AC no se explica por una
mayor produccion tonica de eCBs, aunque no podemos descartar que la sefializacién

de la ruta esté alterada por otros mecanismos.
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Figura 46. Cuantificacion de los niveles de eCBs y compuestos relacionados en corteza de

animales machos (A, B) y hembras (C, D). A, C.- Niveles de 2-AG y otros compuestos del grupo

de los 2-acilgliceroles: 2-LG (2-lineoil glicerol) y 2-OG (2-oleoil glicerol). B, D.- Niveles de AEA y

otros compuestos del grupo de las N-aciletanolaminas: DEA (docosatetraenoil etanolamida),

DHEA (ocohexanoil etanolamina), LEA (linoleoil etanolamida), OEA (oleoil etanolamida, PEA

(palmitoil etanolamida), POEA (palmitoleoil etanolamida) y SEA (estearoil etanolamida). E.-
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Valores numéricos de las cuantificaciones mostradas en A-D. F.- Comparacion de los niveles de
2-AG y AEA entre sexos. N=10 ratones macho de cada grupo (A, B); N=15 ratonas hembra de
cada grupo (C, D). Andlisis estadistico para cada compuesto: one-way ANOVA (A, B), t-test (C,

D), two-way ANOVA y post hoc Bonferroni con comparaciones multiples (F).

3.4. Analisis de cambios en la expresion génica

Numerosos estudios indican que la actividad neuronal regula complejos programas de
expresion génica relacionados con la funcion sinaptica (Benito et al., 2015; Cohen et
al., 2008). Por otra parte, mutaciones en genes reguladores de la transcripcién
dependiente de actividad dan lugar a enfermedades neuroldgicas en humanos, como
ocurre en el TEA (Flavell et al., 2008). Aunque no se ha descrito un papel de las Nrxns
en la regulacién de la expresiéon génica, nos preguntamos si los defectos en la
transmisién sindptica observados en el raton BNrx1AC resultan en cambios en los
patrones de expresién génica. La identificacién de las posibles alteraciones en la
expresion génica podria suponer un paso inicial en la caracterizaciéon de los circuitos

neuronales responsables del comportamiento asociado al TEA.

Para ello, realizamos un analisis masivo del perfil de expresidon génica en el ratdn
BNrx1AC mediante el array GeneChip Mouse Transcriptome Assay 1.0 (MTA 1.0) de
Affymetrix en el Servicio de Gendmica del IBiS. Escogimos para su analisis el estriado
dorsal, la regién cerebral que muestra expresion mds elevada de la proteina
transgénica (figura 20) y que ademas recibe aferencias glutamatérgicas de regiones
que también expresan el mutante, como son las cortezas cingulada, somatosensorial y
motora (figura 21). Se compard el transcriptoma de tres parejas de ratones control
wild-type y BNrx1AC hermanos de camada, de igual edad (3 meses) y sexo (machos).
Los resultados crudos se analizaron por la unidad de genémica del Centro Andaluz de

Biologia Molecular y Medicina Regenerativa (Cabimer, Sevilla).

Tras la normalizacién y analisis de la varianza de los datos, filtramos los cambios que
superaraban un p-value < 0.05 y los ordenamos segun el valor de cambio lineal (FC, del
inglés Fold Change). Siguiendo el diagrama de trabajo representado en la figura 47,

realizamos un primer abordaje del estudio de enriquecimiento de categorias de
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ontologia de genes (GO) con los genes que superaron el umbral de 0.8 > FC > 1.20.
Posteriormente, los transcritos que mostraron valores de 0.6 > FC > 1.40 procedieron a
validarse mediante retrotranscripcion y PCR cuantitativa (RT-gPCR) en las mismas
muestras de RNA empleadas en el array. Por ultimo, estos mismos genes candidatos se

analizaron en una fase de replicacién por RT-gPCR en muestras independientes.

Transcritos analizados Ontologia génica

(array MIALY) (GO) Validacion  Replicacion

(RT-qPCR) (RT-qPCR)

480 transcritos Analisis
65.956 transcritos — (210 con —_ —> P funcional

06=FC=140
p-value < 0.05

Gene symbol)

0.8=FC=1.20
p-value < 0.05

Figura 47. Diagrama de trabajo seguido para el analisis de los resultados de cambios en
expresion génica obtenidos con el array MTA1.0 de Affymetrix. En cada situacién se indican los

filtros aplicados y el numero de transcritos analizados.

3.4.1. Analisis de enriquecimiento ontoldgico de genes

Para analizar la ontologia del conjunto de genes cuyo cambio lineal cumple 0.8 > FC >
1.20 utilizamos la plataforma STRING (Szklarczyk et al., 2017), que busca asociaciones
entre genes y enriquecimientos en categorias de ontologia génica (GO) mediante la
comparacion del listado de genes de interés con el genoma de ratén. De los 480
transcritos cuyo cambio supera el umbral de 0.8 > FC > 1.20 con p-value < 0.05, sélo
210 poseen una categoria GO asociada. Las categorias GO se agrupan segun
correspondan a procesos bioldgicos, funciones moleculares o componentes celulares.
Encontramos un enriquecimiento en categorias correspondientes a procesos
bioldgicos y funciones moleculares relacionados con la sinapsis, como son por ejemplo
la transmisidn sinaptica, la regulacion de senalizacidon por glutamato, el transporte de
calcio o la regulacion de la exocitosis (anexo 2). Ademas, los cambios clasificados en
categorias de componentes celulares estan relacionados con la membrana plasmatica
y con complejos de canales idnicos. Utilizando una herramienta informatica

independiente que también analiza la ontologia génica, GOrilla (Eden et al., 2009),
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encontramos cambios muy similares que confirman los enriquecimientos ontoldgicos
hallados con STRING (resultados no mostrados). Los resultados obtenidos de los
andlisis de ontologia génica apoyan que el mutante de BNrxnl tiene un efecto sobre
patrones de expresion de genes con funcién sindptica, que se relacionan con los
defectos en liberacién vesicular obtenidos in vitro y con los cambios electrofisiolégicos

observados ex vivo.

3.4.2. Validacidn y replicacion de los cambios en expresion génica por RT-

qPCR

El siguiente paso fue seleccionar los genes candidatos que superaban un cambio lineal
mas restricitivo (0.6 > FC > 1.40) y proceder a la validacién en las mismas muestras
empleadas para el array. Posteriormente, estos genes pasaron a la fase de replicaciéon
en muestras independientes. Para estos analisis utilizamos RT-qPCR mediante ensayos
de expresion génica TagMan ya que permite cuantificar los niveles de mRNA

mensajero de un gen con una alta especificidad y precision.
Fase de validacion

De los 17 genes que cumplieron los requisitos para entrar en la fase de validacién, 8 se
regulan al alza y 9 a la baja. Como resultado del analisis por RT-qPCR para cada gen,
encontramos que los 17 genes mostraron cambios en el mismo sentido que los
detectados en el array y la mayoria de estos cambios fueron significativos (figura 48 A).
En la tabla (figura 48 B) se comparan los resultados obtenidos mediante las dos
lecturas empleadas, el array MTA1.0 y el experimento de validacidn mediante RT-
gPCR. En la validaciéon de los genes regulados al alza observamos un FC de mayor
magnitud que el obtenido en el array. En un tono mas oscuro sefialamos los genes

cuyo cambio se valida significativamente por RT-gPCR.
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B MTAL.0 Affymetrix | Experimento de validacion
Gene symbol FC p-value | BNrxnlAC p-value
1gsf9b 2,47 6,18E-05 3,07 1,50E-03
Npsrl 1,75 2,38E-03 3,77 4,10E-03
% Nrdal 1,71 1,57E-02 2,27 9,30E-03
g Arc 1,54 3,08E-03 2,68 3,70E-03
o Fgfbp3 1,48 1,65E-03 2,36 4,03E-02
£ Fos 1,43 1,57E-02 1,87 1,31E-01
Snca 1,41 4,47E-02 1,66 8,81E-02
Nps 1,41 9,33E-04 1,74 2,82E-01
Ddit4l 0,48 9,60E-06 0,29 1,80E-03
Esyt2 0,51 6,03E-07 0,48 4,80E-03
Syt10 0,56 4,49E-03 0,54 3,32E-02
2 |__Abi3bp 0,59 1,58E-03 0,49 1,39E-02
§ Ptprn2 0,60 4,41E-06 0,56 1,95E-02
2 Rorl 0,62 3,25E-03 0,53 2,22E-02
Gpr83 0,64 4,54E-03 0,63 1,91E-02
Wdr60 0,69 9,96E-05 0,28 4,54E-02
Jam3 0,70 2,16E-03 0,42 5,62E-02

Figura 48. Experimento de validacion de los genes con 0,6 > FC > 1,40 en el array. A.- Resultado
del experimento de validacién por RT-gPCR. B.- Tabla comparativa de los datos de FC
obtenidos a partir de las dos técnicas utilizadas (array MTA1.0 y RT-qPCR en la validacion). En
un color mas intenso se marcan los genes que se validan significativamente mediante RT-qPCR.

Analisis estadistico del experimento de validacién: t-test. *p-value < 0.05; **p-value < 0.01.

Fase de replicacién

Para confirmar que los cambios de expresién génica observados no son fruto de la
variabilidad individual de las muestras utilizadas, decidimos replicar el andlisis de los
mayores cambios de expresion génica en una cohorte independiente de animales wild-

type y dobles transgénicos BNrx1AC. Ademds, para descartar falsos positivos
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ocasionados por la transgénesis, decidimos incluir controles adicionales
correspondientes a los ratones simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC y CaMKII-tTA. De
este modo, comparamos los niveles de expresidon de los genes candidatos en los 4

genotipos posibles.

El experimento de replicacion lo realizamos con 3-6 muestras de mRNA de ratones de
cada genotipo extraidas con el mismo método que las utilizadas en el array. Mediante
el experimento de replicacion (Tabla 11), la mayoria de los cambios de expresién
génica que detectamos en el array se reprodujeron en los ratones dobles transgénicos
BNrx1AC. Sin embargo, algunos genes mostraron cambios similares en ratones dobles
transgénicos y en uno de los simples transgénicos. Como en los ratones simples
transgénicos no se expresa el mutante de BNrxnl, estos resultados descartan que
dichos genes se vean afectados por la expresion de la proteina HA-BNrx1AC, sino que

deben estar regulados por mecanismos alternativos.

Concretamente, se observd que los genes cuya expresion se reprime a mayor nivel en
los ratones BNrx1AC presentaban una disminucién similar en los simples transgénicos
CaMKII-tTA. Ademas, algunos de estos genes se localizan en zonas vecinas del
cromosoma 12 (Esyt, Ptprn2 y Wdr60) (tabla 11). Por otra parte, también se observd
una localizacidn en regiones vecinas del cromosoma 9 para los genes Igsfb, Npsrly
Jam3, cuya expresion en el ratdon doble transgénico BNrx1AC aumenta al mismo nivel
(Npsr1), disminuye al mismo nivel (Jam3) o no se ve afectada (/gsfb) en el simple
transgénico TRE-HA BNrx1AC. Estos datos nos hicieron sospechar de un posible efecto
insercional de cada transgén. Sin embargo, existen otros genes desregulados de forma
similar en el ratdn BNrx1AC y en uno de los ratones simples transgénicos que se

encuentran en otras regiones del genoma, como Ddit4l.
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Experimento de Replicacién Posicion gendmica
TRE-HA- CaMKIl- . .
Gene symbol BNIAC TA BNrx1AC pvalue |cromosoma inicio fin

Igsfob 1,00 1,10 3,65 <0,0001 chr9 27299228 27334763

Npsrl 6,34 2,29 5,57 0,0059 chr9 24097996 24316398

g Nrdal 1,19 1,30 1,19 0,8197 chrl5 101266846 101274795
g Arc 1,47 1,27 1,54 0,3474 chri5 74669081 74672570
g Fgfbp3 0,86 1,84 2,03 0,0001 chr19 36917550 36919615
= Fos 1,17 1,35 2,21 0,4258 chri2 85473890 85477273
Snca 0,80 1,00 0,91 0,9747 chré 60731573 60829855

Nps 1,35 1,42 1,43 0,6158 chr7 135268619 135272942

Ddit4l 1,04 0,31 0,34 <0,0001 chr3 137621612 137628333

Esyt2 0,84 0,47 0,50 <0,0001 chri2 116281222 116391050

Syt10 1,44 0,69 0,75 0,0038 chrl5 89782393 89841860

2|  Abi3bp 1,03 0,60 0,61 0,0007 chrl6 56477846 56690135
§ Ptprn2 0,73 0,51 0,50 0,0003 chri2 116485720 117278167
2 Rorl 1,31 0,76 0,62 0,012 chr4 100095791 100444765
Gpr83 1,26 0,82 0,88 0,002 chr9 14860210 14870789
Wdr60 0,77 0,49 0,71 0,457 chri2 116207050 116263025

Jam3 0,53 1,07 0,54 <0,0001 chr9 27097384 27155421

Tabla 11. Experimento de replicacidon y posicion genémica de los genes con 0.6 > FC > 1.40 en
el array. En la columna correspondiente al experimento de replicacién se marcan en un color
mas intenso las celdas cuyo cambio de expresion por RT-qPCR es estadisticamente significativo
(p-value < 0.05). Analisis estadistico: One-way ANOVA y post hoc de Bonferroni con
comparaciones multiples. En la columna de posicion gendmica se resaltan en un color mas
intenso las posiciones cercanas entre si, concentradas en los cromosomas 9 y 12 murinos. N=3-
6 muestras de cada grupo. Analisis estadistico: one-way ANOVA y post hoc de Bonferroni con

comparaciones multiples.

3.5. Analisis de la localizacion gendmica del sitio de insercidon de los transgenes

TRE-HA-BNrx1AC y CaMKII-tTA

Debido a la sospecha de que la expresidn génica de algunos transcritos pudiera estar
afectada por un efecto insercional, decidimos analizar el sitio de integracién en el
genoma del ratén de los transgenes TRE-HA-BNrx1AC y CaMKII-tTA del modelo
BNrx1AC. Para ello establecimos una colaboracién con el grupo de Sergi Beltran Agullé
y Sophia Derdak del Centre Nacional d’Analisi Genomica - Centre de Regulacié

Gendmica (CNAG-CRG) de Barcelona.
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En el CNAG-CRG se contruyd una libreria gendmica a partir de una fragmentacion al
azar del DNA gendmico del ratdn doble transgénico BNrx1AC. Esta libreria contiene
subclones con diferentes fragmentos del DNA gendmico, que se secuenciaron al azar
hasta generar una cantidad redundante y suficiente de secuencias de 125 pares de
bases (bp). Mediante herramientas bioinformaticas se ensamblaron segmentos de
subclones solapantes, llamados contigs. Posteriormente, se emprendidé una busqueda
de las secuencias de los transgenes TRE-HA-BNrx1AC y CaMKII-tTA basada en la
localizacion de fragmentos que compartieran secuencias del genoma de ratén y de
cada uno de los transgenes. Estos fragmentos se alinearon con el genoma de

referencia del ratdn para identificar las regiones cromosémicas adyacentes.

3.5.1. Localizacién gendmica del transgén CaMKII-tTA.

Resultados preliminares localizan la insercion del transgén CaMKII-tTA en el
cromosoma 12, alrededor de la posicién 115.372.400. En este cromosoma se
encuentran algunos genes con expresion alterada por la presencia de dicho transgén,
como Esyt2, Ptprn2 y Wdr60. Por lo tanto, representa un indicio de que la insercién de

CaMKII-tTA genera cambios insercionales que afectan la expresion de genes cercanos.

3.5.2 Localizacion gendmica del transgén TRE-HA-BNrx1AC

Los resultados del anadlisis de secuenciacidon masiva indicaron la insercidn del transgén
TRE-HA-BNrx1AC entre las bases 27.145.790 y 27.146.865 del cromosoma 9. Esta
region corresponde al primer intron del gen Jam3, que se encuentra inhibido en dicho
ratdn transgénico. La lectura del transgén TRE-HA-BNrx1AC es en sentido contrario a la

de Jam3, codificado por la hebra complementaria del DNA.

Para confirmar el sitio de insercidn realizamos secuenciaciones por el método Sanger,
disefiando para ello parejas de oligonucleétidos que hibridasen en los extremos del
transgén TRE-HA-BNrx1AC y en diferentes puntos del primer intrén de Jam3. Mediante
esta aproximacion fuimos capaces de amplificar y secuenciar fragmentos de DNA que

solapaban la secuencia gendmica con la del transgén TRE-HA-BNrx1AC (Secuencias en
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Anexos 3.1y 3.2). Con estos resultados hemos validado y refinado la localizacién de la
insercion de dicho transgén entre las posiciones chr9: 27.145.793 y chr9: 27.155.222,
que efectivamente se encuentran dentro del primer intrén del gen Jam3 (figura 49).
Ademas, hemos detectado la delecion de 9.432bp en la secuencia del intrén
comprendida entre estas posiciones, donde se han insertado las 2.311bp del transgén.
La secuencia del transgén se encuentra flanqueada por dos inserciones adicionales. La
insercién 5’ al transgén corresponde a un fragmento de 41bp del promotor de Jam3
que ha sido duplicada, ya que confirmamos la localizacidn en su posicion original. La
insercion 3’ al transgén corresponde a una secuencia de 35bp de la regidén codificante
del propio transgén TRE-HA-BNrx1AC en sentido inverso.

5 3

Jam3

Npsr1 < Igsfob

intrén1 intron1  exon 1

w i _41-*.5ﬁ .aa_ '«41 = m
TRE-HA-BNrx1AC |
2.311bp

Chr9: 24.1316.398
Chr9: 27.145.790
Chr9: 27.299.228

Chr9: 27.155.222

Figura 49. Diagrama explicativo de la insercién del transgén TRE-HA-BNrx1AC en el primer
intrén del gen Jam3. El sentido de la flecha simboliza el sentido de transcripcion de cada gen.
El transgén TRE-HA-BNrx1AC (rojo) se ha insertado dentro del intrén 1 de Jam3 (verde claro).
Un fragmento de 41bp de la region promotora de Jam3 (gris) se ha duplicado e insertado en el
extremo 5’ del transgén. 32bp del propio transgén se han duplicado e insertado en sentido
inverso en el extremo 3’ del transgén (marrdn). Los segmentos estan dibujados a escala. Se
sefiala la posicién cromosdmica de los puntos que flanquean la delecién de 9.432bp del intrén
1 de Jam3, asi como los extremos de los genes adyacentes Npsrl (lila) e Igsf9b (azul). Las dos
parejas de flechas negras pequefias indican las secuencias de hibridacion de los
oligonucleétidos disefados para la amplificacion y secuenciacién por Sanger. En la figura
aparece una Unica copia de TRE-HA-BNrx1AC pero se desconoce el numero de copias

insertadas del transgén.
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La insercién del transgén TRE-HA-BNrx1AC en el primer intrén de Jam3 podria impedir
la expresion de Jam3 en el alelo afectado. Este hecho explicaria la reducciéon de
aproximadamente el 50% de mRNA de Jam3 que presenta el ratdn simple transgénico

TRE-HA-BNrx1AC (tabla 11).

Ademas, la insercion de TRE-HA-BNrx1AC se situa unas 150 Kb 5’ a la secuencia de
Igsf9b y a casi 3Mb 3’ al gen Npsrl, por lo que la expresion incrementada de estos
genes en el ratén BNrx1AC podria explicarse por un efecto insercional del transgén
TRE-HA-BNrx1AC. En el caso del gen Npsrl, el mecanismo parece puramente
insercional debido a que su expresién se aumenta de forma similar en los ratones
simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC y en los ratones BNrx1AC. Sin embargo, la

sobreexpresién del gen Igsf9b ocurre solamente en el ratén BNrx1AC.

3.5.3 Igsf9b (Immunoglobulin superfamily member 9B)

El mRNA de Igsf9b se regula al alza en los ratones dobles transgénicos BNrx1ACy no en
los ratones simples transgénicos (figura 50 A, B). La localizacion vecina de Igsfab al sitio
de insercién del transgén HA-BNrx1AC nos sugirid la posibilidad de que la activacion
del promotor TRE por el factor tTA en los ratones dobles transgénicos, que hace que el
mutante HA-BNrx1AC se transcriba, podria causar como efecto colateral un
incremento de transcripcién del gen adyacente Igsf9b. En experimentos de RT-qPCR
detectamos un aumento en la expresién de Igsf9b en regiones del cerebro del ratén
BNrx1AC, como estriado y corteza, donde ocurre la expresion dependiente de tTA del
mutante de PBNrxnl (figura 50 A-C). Esta expresiéon depende de la activacion
transcripcional de tTA, ya que se inhibe con Dox (figura 50 D). De igual forma, en
experimentos de western blot detectamos un aumento en los niveles de proteina
lgsf9b en corteza y estriado, pero no en cerebelo, cuyo valor recupera los niveles
normales en presencia de Dox (figura 50 F). En muestras de sinaptosomas corticales de
ratones BNrx1AC se observd una tendencia no significativa al incremento de Igsfob
(figura 50 G). Por otra parte, la sobreexpresién de HA-BNrx1AC mediante infeccién

lentiviral en cultivos de neuronas de hipocampo no aumenté los niveles de mRNA de
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Igsf9b in vitro (figura 50 E), indicando que la sobreexpresion de Igsf9b en el ratdn

BNrx1AC es independiente de los niveles de expresidon de HA-BNrx1AC.
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Figura 50. Analisis de la expresion de Igsf9b a nivel de mRNA mediante RT-qPCR (A-E) y de
proteina mediante western-blot (F, G). A.- Validacién por RT-qPCR en las muestras del array
(estriado). B.- Experimento de replicacién en estriado de ratones de los cuatro genotipos de la
linea BNrx1AC. WT: wild-type; TRE: simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC; tTA: simples
transgénicos CamKII-tTA. C.- Datos de expresién de Igsf9b en muestras de corteza. D.-
Experimento de reversién con Dox en muestras de estriado. E.- Niveles de Igsf9b in vitro en
neuronas infectadas con lentivirus que expresan GFP o HA-BNrx1AC. F.- Niveles de proteina
Igsf9b en corteza, estriado y cerebelo. Debajo de cada western blot se representa el promedio
de la cuantificacién de la expresion de Igsf9b normalizada a actina. G.- Andlisis de Igsf9b en
tres purificaciones independientes de sinaptosomas corticales de animales control y Nrx1AC.
Cuantificacién de Igsf9b relativa a actina, se muestra el promedio de las tres purificaciones.
N=3 (A, C-G); N=3-6 (B). Analisis estadistico: t-student (A, C, G); one-way ANOVA y post hoc de
Bonferroni con comparaciones multiples (B, D, F). * p-value <0.05; ** p-value <0.01; *** p-

value <0.001. Todas las barras de error son SEM.
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En consecuencia a los resultados obtenidos a la expresion de Igsf9b, podemos afirmar
gue el incremento de la transcripcion del gen Igsf9b en ratones BNrx1AC se debe a una
co-activaciéon transcripcional debida a la presencia del transgén TRE-HA-BNrx1AC en

regiones cromosomicas adyacentes.

El gen Igsf9b codifica una proteina transmembrana que media adhesiones homofilicas
transinapticas en colaboracidon con NL2 (Woo et al., 2013). Se ha demostrado que la
reduccion de los niveles de Igsf9b mediante RNA de interferencia provoca una
reduccion de la frecuencia de mlIPSCs, mientras que las mEPSCs se mantienen
inalteradas (Woo et al., 2013). Aunque el efecto de la sobreexpresién de Igsf9b no se
ha documentado, el incremento de Igsf9b en el ratén BNrx1AC deberia provocar un
incremento en la frecuencia de mIPSCs en las neuronas piramidales corticales. Sin
embargo, nuestros datos muestran lo contrario, un descenso de la frecuencia de
mIPSCs en las neuronas piramidales de la corteza (figura 29). Ademads, los niveles de
NL2 no se afectan en el raton BNrx1AC (figura 43). Por ello, podriamos descartar que la

expresion accidental de Igsf9b afecte la trasmision sindptica en el ratédn BNrx1AC

3.5.4 Ddit4l (DNA damage inducible transcript 4 like)

Ddit4l codifica un inhibidor de la ruta mTOR (mechanistic Target Of Rapamycin)
(Corradetti et al., 2005). En las sinapsis, la activacién de la ruta de mTOR promueve la
sintesis proteica local, mecanismo sumamente importante en la regulacién de la
plasticidad sinaptica (Kindler et al.,, 2012) e inhibe la eliminacidon de sinapsis por
autofagia (Tang etal., 2014). Se han detectado mutaciones en pacientes con TEA
sindrdmico que resultan en la activacidon constitutiva de la via mTOR y por ello se ha
propuesto este mecanismo como posible nodo en el autismo (Bourgeron, 2009; Lipton

et al.,, 2014).

Como hemos mostrado en la figura 48 y en la tabla 11, el descenso de Ddit4l en el
ratdn BNrx1AC observado en el array se valida por RT-gPCR en las mismas muestras
(figura 51 A) y se replica en una poblaciéon independiente de ratones dobles
transgénicos en muestras de estriado y de corteza (figura 51 B y C). Sin embargo, el
descenso en los niveles de mRNA de Ddit4l también se observa en muestras de los
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ratones simples transgénicos CamKII-tTA, lo cual nos hizo dudar de su significancia

bioldgica, puesto que estos ratones no presentan expresién de HA-BNrx1AC.

En cualquier caso, seria posible que la inhibicion en los niveles de mRNA de Ddit4l que
ocurre en los ratones CamKII-tTA produjera una desinhibicién de la ruta de mTOR y
contribuyera asi a explicar el fenotipo asociado al TEA del ratén BNrx1AC. Para analizar
esta posibilidad realizamos experimentos adicionales por RT-qPCR y western blot. En
contra de esta hipdétesis hallamos que los niveles del mRNA de Ddit4/ se mantenian
reducidos en ratones BNrx1AC en presencia de Dox (figura 51 D), mientras que el
fenotipo similar al autismo si se revirti6 con dicho tratamiento (figuras 40,41
comportamiento). Posteriormente estudiamos los niveles de la proteina Ddit4l y el
estado de la activacion de la ruta mTOR en muestras de estriado de ratones control y
ratones BNrx1AC sin tratar o tratados con Dox. En este experimento encontramos que
la inhibicién de la expresién génica de Ddit4l no se traduce en cambios a nivel proteico,
ya que la proteina Ddit4l no mostré cambios entre las diferentes condiciones (figura 51
F). En concordancia con este resultado, la activacién de la ruta mTOR, evaluada
mediante las fosforilaciones que promueve sobre la proteina S6 (Serinas 235, 236, 240,

244), tampoco se encontro afectada (figura 51 F).
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Figura 51. Analisis de la expresion de Ddit4l a nivel de mRNA mediante RT-gPCR (A-D) y de
proteina por western-blot (F). A.- Validacion en las muestras del array (estriado). B.-
Experimento de replicacion en estriado de ratones de los cuatro genotipos de la linea
BNrx1AC. WT: wild-type; TRE: simples transgénicos TRE-HA-BNrx1AC; tTA: simples transgénicos
CamKII-tTA. C.- Analisis en la corteza somatosensorial. D.- Experimento de reversién con Dox.
E.- Evaluacién de la especificidad del anticuerpo anti-Ddit4l en lisados de células HEK293T
transfectadas con Myc-Ddit4l. Como controles negativos se utilizan células sin transfectar y
transfectadas con GFP solo o junto con el homdlogo Ddit4. F.- Andlisis de los niveles de Ddit4l y
de las fosoforilaciones de la proteina S6 (Ser-235, 236, 240, 244) como lectura de la activacion
de la ruta mTOR en muestras de estriado de ratones control, BNrx1AC y BNrx1AC tratados con
Dox (+Dox). A la derecha se muestra la cuantificacion del promedio de expresién normalizada a
actina en las tres réplicas de cada grupo. N=3 (A, F); N=3-6 (B); N=2-3 (C, D). Andlisis
estadistico: t-student (A, C); one-way ANOVA y post hoc de Bonferroni con comparaciones
multiples (B, D). * p-value <0.05, ** p-value <0.01; *** p-value <0.001. Todas las barras de

error son SEM.

Por estas razones, parece probable que la inhibicion de la transcripciéon de Ddit4l
(cromosoma 3) en ratones CamKII-tTA no se deba a la cercania del sitio de insercién
del transgén (cromosoma 12), sino que resulte como consecuencia indirecta de la
transgénesis. Por otro lado, los niveles de proteina Ddit4l y la ruta de activacién de
MTOR no estan afectados en el ratdon BNrx1AC. Una consecuencia adicional de estos
experimentos es que descartan un papel de la activacion de mTOR en el fenotipo

asociado a autismo del raton BNrx1AC.

En conjunto, basandonos en el analisis de los posibles efectos derivados de los cambios
de expresion génica de mayor magnitud (/gsf9b y Ddit4l), podemos concluir que no
hemos detectado consecuencias fisiolégicas evidentes derivadas de la transgénesis.
Ademas, los ratones simples transgénicos habian formado parte de las poblaciones de
ratones control en los experimentos de comportamiento, sin haber observado cambios
de comportamiento con respecto a los ratones wild-type. Por lo tanto, la desregulacién
de niveles de mRNA por mecanismos insercionales no parece que conlleve cambios

funcionales en los ratones BNrx1AC.
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3.6. Re-clasificacion de los cambios de expresidn génica

Los datos de la localizacion de los transgenes en el genoma obtenidos mediante

técnicas de secuenciacidn masiva y la validacion funcional de genes candidatos nos

permitieron detectar falsos positivos y re-clasificar los cambios de expresion génica

observados en el ratén BNrx1AC:

Falsos positivos

Genes afectados directamente por su posicion con respecto a la insercion del

transgén TRE-HA-BNrx1AC: Igsfob, Npsrl, Jam3 (Tabla 12).

Genes afectados directamente por la insercidon del transgén CaMKII-tTA: Esyt2,
Ptprn2, Wdr60. Estos genes se situan cercanos al lugar de insercion de dicho
transgén, por lo que su secuencia o expresion puede verse interrumpida(Tabla

12).

Genes afectados indirectamente por la insercidon del transgén CaMKII-tTA:
Fgfbp3, Ddit4l, Syt10, Abi3bp. Son genes cuya expresion se modula de igual
manera en los ratones CaMKII-tTA que en los doble transgénicos, pero cuya

localizacion en el genoma no coincide con la insercidn del transgén (Tabla 12).

Experimento de Replicacion Posicién gendmica
Gene symbol ;:I:;T:; Catl\-:‘.l:ll- BNrx1AC p-value |cromosoma inicio fin
Genes afectados directamente por TRE-HA-BNrx1AC
Igsf9b 1,00 1,10 3,65 < 0.0001 chr9 27299228 27334763
Npsrl 6,34 2,29 5,57 0,0059 chr9 24097996 24316398
Jam3 0,53 1,07 0,54 < 0.0001 chr9 27097384 27155421
Genes afectados directamente por CaMKII-tTA
Esyt2 0,84 0,47 0,50 < 0.0001 chri2 116281222 116391050
Ptprn2 0,73 0,51 0,50 0,0003 chri2 116485720 117278167
Wdr60 0,77 0,49 0,71 0,457 chri2 116207050 116263025
Genes afectados indirectamente por CaMKII-tTA
Fgfbp3 0,86 1,84 2,03 0,0001 chr19 36917550 36919615
Ddit4l 1,04 0,31 0,34 < 0.0001 chr3 137621612 137628333
D Syt10 1,44 0,69 0,75 0,0038 chris 89782393 89841860
Abi3bp 1,03 0,60 0,61 0,0007 chrl6 56477846 56690135
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Tabla 12. Re-clasificacion de los genes falsos positivos. Los cambios de expresién son debidos
directa o indirectamente a la insercién de los transgenes TRE-HA-BNrx1AC o CaMKII-tTA.
Notese que los genes directamente afectados tienen localizacién cercana a la insercion del
transgén (chr9 o chrl2). Se representan en verde los genes con expresion incrementada (l) y
en rojo los descensos en expresion génica (D). En color mas intenso se representan los cambios
significativos por gPCR. N=3-6 muestras de cada grupo. Analisis estadistico: one-way ANOVA y

post hoc de Bonferroni con comparaciones multiples.

Genes alterados por la expresion de la proteina HA-BNrx1AC

Genes no afectados por la insercién de los transgenes y cuyo cambio se ha
reproducido al menos parcialmente en alguno de los experimentos de validacién

y/o replicacion: Nr4al, Arc, Fos, Snca, Nps, Rorl 'y Gpr83 (Tabla 13).

MTAL.0 Affymetrix Validacion Experimento de Replicacion
Gene symbol | BNrxn1AC p-value |BNrxnlAC p-value THEH A (R BNrx1AC p-value
BNrx1AC tTA

Nrdal 1,71 1,57E-02 2,27 9,30E-03 1,19 1,30 1,19 0,8197

Arc 1,54 3,08E-03 2,68 3,70E-03 1,47 1,27 1,54 0,3474

Fos 1,43 1,57E-02 1,87 1,31E-01 1,17 1,35 2,21 0,4258

Snca 1,41 4,47E-02 1,66 8,81E-02 0,80 1,00 0,91 0,9747

Nps 1,41 9,33E-04 1,74 2,82E-01 1,35 1,42 1,43 0,6158

D Rorl 0,62 3,25E-03 0,53 2,22E-02 1,31 0,76 0,62 0,012
Gpr83 0,64 4,54E-03 0,63 1,91E-02 1,26 0,82 0,88 0,002

Tabla 13. Genes regulados por la proteina HA-BNrx1AC. Los cambios de expresidén no se
afectan por la presencia de los transgenes TRE-HA-BNrx1AC o CaMKII-tTA. Se comparan los
resultados obtenidos en el array MTA1.0, en la validacion por RT-qPCR y en el experimento de
replicacién por RT-gPCR respecto a ratones wild-type. En un color mas intenso se sefalan los
cambios significativos por RT-gPCR. N=3-6 muestras de cada grupo. Analisis estadistico: t-test
en la validacién; one-way ANOVA y post hoc de Bonferroni con comparaciones multiples en la

replicacién.

3.7. Genes regulados por actividad sinaptica: Nr4al, Arcy Fos

Una vez descartados los falsos positivos, nos centramos en los cambios génicos

debidos a la expresion de la proteina HA-BNrx1AC. Entre ellos se encuentra un
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subgrupo de genes con expresion incrementada en el ratén BNrx1AC que se agrupan
en la categoria de genes de expresidon inmediata temprana o IEG (de sus siglas en
inglés Immediate-early genes). Estos genes se inducen rapidamente y de manera
transitoria en respuesta a un incremento en los niveles de calcio tras la transmision
sindptica y su induccidén no requiere la sintesis proteica de factores adicionales (West

et al., 2011). Son los genes Fos, Nrd4al y Arc.

El gen Fos es el primer IEG que se describid. La proteina que codifica (Fos) es miembro
de la familia AP-1 de factores de transcripcién (de sus siglas en inglés activator protein
1). Fos forma heterodimeros con otros miembros de la familia para formar factores de
transcripcion funcionales, que activan la transcripcion de genes de respuesta a
actividad mas tardia (Minatohara et al., 2016). La familia AP-1 es de gran importancia
para la regulacién génica, ya que aproximadamente un tercio de los genes del genoma

humano contienen el sitio consenso de AP-1 en su promotor.

Nrd4al (Nuclear receptor subfamily 4 group A member 1) codifica un receptor nuclear
cuyo ligando es desconocido. Juega un papel importante en la modificacién sindptica
inducida por actividad y actia como neuroprotector. Esta involucrado en la
eliminacion y formacion de espinas dendriticas, autofagia y regulacion de la expresién
de otros genes mediante su actividad como factor transcripcional (J. Chen, Yu, Fu, & Li,

2014).

Arc o Arg3.1 (activity requlated cytoskeletal-associated protein) codifica una proteina
de interaccién con el citoesqueleto cuyo papel es acoplar la actividad neuronal con la
plasticidad sinaptica. Asi, esta involucrada en procesos de potenciacién a largo plazo o
LTP (de sus siglas en inglés Long Term Potentiation), donde regula el citoesqueleto de
actina y la remodelacién de las espinas dendriticas. También juega un papel
importante en la depresién a largo plazo o LTD (Long Term Depression), ya que induce
la endocitosis de receptores de glutamato tipo AMPA (Chowdhury et al., 2006; J. D.
Shepherd et al., 2006; Verde et al.,, 2006). Como consecuencia a estos procesos Arc

controla la homeostasis de la sinapsis (Korb et al., 2011).

Segun los datos obtenidos en el array los genes regulados por actividad Arc, Nr4al 'y
Fos estan sobreexpresados en el estriado de los ratones BNrx1AC y tienen una
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tendencia al alza en la replicacidon por RT-gPCR utilizando muestras independientes de
RNA. La expresion de dichos genes se incrementa con la actividad neuronal, por lo que
su induccidn sugeriria una mayor actividad sinaptica en el estriado del ratén BNrx1AC.
El hecho de que la replicacidon no alcance significancia estadistica podria ser debido a
que sin una estimulacién especifica los niveles basales de mRNA de estos genes son
bajos y se localizan en células dispersas. Por ello, mediante la extraccion de mRNA del
estriado completo podemos estar diluyendo posibles cambios existentes en circuitos o
tipos celulares concretos y que esto provoque una mayor variabilidad entre las
muestras que empana la significancia estadistica. Estos resultados merecen

confirmarse por pruebas alternativas en regiones cerebrales del ratén BNrx1AC.

El incremento observado en transcritos de los genes regulados por actividad Arg,
Nr4al y Fos en el modelo BNrx1AC indican que la expresién del mutante de BNrxnl
tiene consecuencias fisioldgicas en la actividad de circuitos neuronales, que una vez
identificados, pueden proporcionar el correlato neuronal responsable del

comportamiento asociado al autismo.
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4. Circuitos sinapticos implicados en el fenotipo relacionado con

el autismo en el modelo BNrx1AC

Como hemos mostrado en apartados anteriores de esta Tesis, la disfuncion postnatal
de BNrxns en regiones del prosencéfalo conduce a cambios en la actividad del circuito
sinaptico y a sintomas asociados al TEA. Debido a que la expresién del mutante de
BNrxnl ocurre en regiones concretas, la caracterizacién de los circuitos neuronales
afectados puede llevar a identificar los sustratos neuronales responsables del
comportamiento asociado al autismo. Para ello, decidimos desarrollar abordajes a
diferentes niveles. Primero, realizamos un analisis de los ligandos concretos con los
gue interacciona el mutante de PBNrxnl mediante experimentos de co-
inmunoprecipitacion. Posteriormente, evaluamos la actividad de regiones cerebrales
candidatas posiblemente responsables de los déficits en el comportamiento asociado
al TEA. Para ello realizamos registros de electrofisiologia in vivo en ratones que
realizaban pruebas de interaccién social. Nuestro uUltimo objetivo fue implementar
estrategias para diseccionar la funcion de BNrxns en circuitos especificos sobre el
comportamiento asociado al autismo. Para ello, expresamos el dominante negativo
HA-BNrx1AC mediante inyeccidn lentiviral local por estereotaxia, para posteriormente

evaluar el fenotipo de comportamiento de los animales.

4.1. Interaccion de ligandos sindpticos con el mutante HA-BNrx1AC

Como hemos explicado en la introduccién de esta Tesis, la interaccidn de isoformas de
Nrxns con ligandos postsindpticos depende de eventos de splicing alternativo en el
dominio extracelular. El mutante de BNrxnl que expresa el ratdon BNrx1AC carece del
inserto AS4. Por lo tanto, nos esperariamos que mediara interacciones con ligandos
endogenos de BNrxnl AS4-. Existen numerosos trabajos que analizan el cédigo de
union transinaptico de Nrxns mediante el uso de proteinas recombinantes. Ademas,
estudios de Surface plasmon resonance, técnica que mide la afinidad de unién a
proteinas de membrana dispuestas sobre un sensor mediante métodos dpticos, han

descrito la afinidad de unidon de BNrxnl con las diferentes NLs. En conjunto, estos
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estudios coinciden en la existencia de una unidn preferencial de NL1 con BNrxns AS4-,
mientras que NL2, NL3 y NL4 presentan una afinidad mas reducida por dicha isoforma
(Comoletti et al., 2006; Koehnke et al., 2010). También se ha reportado la importancia
del splicing alternativo AS4 en la unidén con otros ligandos de Nrxns diferentes de NLs.
Isoformas Nrxns AS4- interaccionan con LRRTMs, especialmente con LRRTM1 vy
LRRTM2, mientras que isoformas A4+ se unen a Cbin1/GIuR26 (de Wit et al., 2009; Ko
et al., 2009; Uemura et al., 2010).

Con el objeto de conocer los ligandos sindpticos afectados por la disfuncién de BNrxns
en el modelo BNrx1AC analizamos las uniones transindpticas mediadas por el mutante
de BNrxnl. Como ya hemos mencionado, la construccion HA-BNrx1AC se disefié de tal
manera que pudiera mediar uniones transinapticas a través del dominio extracelular
pero que al carecer de la cola citoplasmatica no pudiera transducir sefiales en el
compartimento presinaptico. Ademas, nuestros resultados previos en experimentos de
co-cultivo demuestran que el mutante HA-BNrx1AC puede interaccionar con ligandos
postsindpticos in vitro (figura 14). Estos experimentos validaron nuestra aproximacién
en cultivo y por ello decidimos analizar en profundidad los complejos asociados al

mutante de BNrxn1l in vivo.

4.1.1. Analisis de los ligandos sindpticos asociados a HA-BNrx1AC

En una primera fase, decidimos emprender una aproximacion de ligandos candidatos.
Para ello, realizamos ensayos de inmunoprecipitacion (IP) en lisados de cerebro de
ratones BNrx1AC empleando anticuerpos contra la etiqueta HA, presente sélo en la
proteina exdgena (figura 52). Posteriormente, se analizd la presencia de ligandos
candidatos en dichos inmunoprecipitados. Debido a que el mutante HA-BNrx1AC
carece del inserto AS4, las principales proteinas candidatas a formar complejos con ella
son NL1, NL2, NL3 y LRRTMs (Ko et al., 2009; Koehnke et al., 2010; Traunmidiller et al.,
2016). Los anticuerpos que disponemos contra dichas proteinas son especificos y no
existen reacciones cruzadas entre ellos, como demostramos en experimentos de

sobreexpresion de cada una de las proteinas en células HEK293T (figura 53).
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HA-BNrx1AC

Figura 52. Representacion esquematica del experimento de IP de HA-BNrx1AC. Se muestra la

localizacién presinaptica del mutante HA-BNrx1AC, marcado en rojo.
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Figura 53. Selectividad de los anticuerpos que detectan proteinas de adhesidn postsindpticas.
Células HEK293T se transfectaron con construcciones de NL marcadas con la etiqueta HA (A) o
con LRRTM2 (B) y se analizaron por western blot con los anticuerpos indicados a la izquierda de

cada imagen.

Para poner a punto esta aproximacion, realizamos primero un experimento piloto en
lisados de corteza de animales BNrx1AC, utilizando cantidades crecientes del
anticuerpo anti-HA, asi como diferentes cantidades de resina para aislar los
inmunocomplejos. Como control negativo de la IP utilizamos también lisados de
corteza de ratones control, que no expresan la proteina transgénica, para identificar
uniones inespecificas del lisado al anticuerpo o a la resina. Mediante western blot
analizamos la presencia de la proteina HA-BNrx1AC purificada en el precipitado, asi
como la deplecién de la misma en el material desechado tras la IP (sobrenadante o
SN). Como se puede observar en la figura 54, el mutante HA-BNrx1AC se purificd
mediante la IP con el anticuerpo anti-HA de manera proporcional a la cantidad de
anticuerpo utilizado. De modo confirmatorio, el andlisis del SN que se descarto al final

del experimento mostré una reduccién de HA-BNrx1AC inversamente proporcional a
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su purificacion en el inmunoprecipitado. Estos datos muestran la elevada especificidad

y eficiencia de la purificaciéon del mutante de BNrxnl en estos experimentos.

Es interesante mencionar la deteccién de tres bandas HA-BNrx1AC en el material
purificado (figura 54 A). Mientras que la banda predominante y de mayor peso
molecular (48kDa) corresponde a formas maduras de la proteina HA-BNrx1AC
glicosilada (figural3), la movilidad electroforética de las dos bandas inferiores podria
pertenecer a formas no maduras del mutante de BNrxnl, ya que equivalen al peso

molecular tedrico segln su secuencia aminoacidica (36-37kDa).

Paralelamente, en este experimento testamos de manera preliminar la presencia de
NL1 como posible ligando de HA-BNrx1AC. De modo interesante observamos que NL1
se co-purificd en los inmunocomplejos de forma lineal con HA-BNrx1AC. Este resultado
tan claro apunta que el mutante de BNrxnl no solamente se inserta en el terminal
presindptico, sino que también es capaz de mediar contactos transinapticos in vivo.
Ademas, este resultado prueba la validez de la aproximacion experimental para
analizar las posibles interacciones transinapticas mediadas por HA-BNrx1AC. Las
condiciones experimentales utilizadas se encuentran dentro de un rango dinamico de
purificacion, permitiendo realizar calculos para estimar los porcentajes de purificaciéon

con respecto a la proteina total.
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Figura 54. Experimento piloto para testar la eficiencia de la purificacion del mutante HA-
BNrx1AC mediante IP. Lisados de corteza de ratones control o BNrx1AC (AC) se incubaron con
25, 50 y 100ng de anticuerpo anti-HA, como se indica. Los inmunocomplejos se purificaron con
50ul de resina. La condicion con 100ng de anticuerpo se ensayd en paralelo con 100ul resina
(indicado con *). A.- Imagenes de western blot que analizan el lisado de partida y el material
inmunoprecipitado (izquierda) o el SN descartado (derecha) con anticuerpos que reconocen

HA y NL1. La exposicion de la membrana del SN es superior a la de la membrana de las IPs para
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poder detectar la proteina descartada. B.- Cuantificacion de la intensidad de bandas del
experimento. La cuantificaciéon se realizd comparando la proteina inmunoprecipitada o
descartada con respecto a la detectada en el lisado cargado en cada gel y teniendo en cuenta
que el lisado cargado corresponde a un 16% del volumen de lisado sobre el que se realizé la IP.

El eje de ordenadas izquierdo cuantifica la intensidad de HA y el derecho lo hace de NL1.

Para comprobar y analizar el grado de especificidad de la interaccion del mutante HA-
BNrx1AC con NL1 observada en el experimento anterior, decidimos testar la presencia
de otros posibles ligandos postsindpticos de BNrxnl en nuevos experimentos de IP. En
éstos utilizamos dos controles negativos. El primero se trata del propio buffer
empleado en la IP incubado con anticuerpo anti-HA y la resina de sefarosa para
detectar la seiial inespecifica correspondiente al anticuerpo anti-HA. El segundo
control negativo ya fue utilizado en el experimento piloto y consistié en realizar la IP
partiendo de lisados de ratones control. Los complejos aislados se analizaron mediante

western blot con anticuerpos especificos para la deteccion de las proteinas candidatas.

La figura 55 muestra tres réplicas independientes de este experimento, que destacan
por una eficiente purificacién de la proteina mutante (71.82% en promedio). La
eficiencia se cuantific6 como la intensidad de deteccién de HA-BNrx1AC en el
inmunoprecipitado con respecto al lisado, teniendo en cuenta que el lisado cargado
representa el 8% del volumen usado para la IP. De esta forma, si la intensidad de
deteccién en el inmunoprecipitado fuera 12.5 veces superior a la del lisado, la

eficiencia seria del 100% (8 x 12.5).

De manera especifica, en estos experimentos observamos una selectividad por la
unién de HA-BNrx1AC a NL1 y no a NL2, NL3 o LRRTM2. La eficiencia de purificacion de
estas proteinas se comparé respecto a la proteina presente en el lisado de manera
similar a la utilizada para HA. Consistentemente se observé en estos experimentos que
el 2.5% de la NL1 total se encuentra formando complejos transinapticos con HA-
BNrx1AC en la corteza. Esta selectividad por la union del mutante a NL1 y no a otras
proteinas testadas indica que la disfuncion de BNrxns podria afectar exclusivamente a
sinapsis que expresen NL1. Debido a que NL1 es altamente especifica de sinapsis

glutamatérgicas (Song et al.,, 1999), estos resultados indican que la disfuncion de
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BNrxns a nivel cortical afecta preferentemente a las sinapsis excitatorias mediadas por

NL1 en el modelo BNrx1AC.

A B
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Figura 55. IP de complejos proteicos aislados con HA-BNrx1AC en corteza. A.- Los
inmunocomplejos purificados con el anticuerpo HA se analizaron por western blot con los
anticuerpos indicados. Se muestran tres experimentos independientes. Ctr- control; AC-
BNrx1AC; buff- buffer. B.- Cuantificacién de la purificacién de cada proteina respecto a la
presente en el lisado de partida de la IP (N= 2-4 experimentos). Todas las barras de error son

SEM.

La expresién del mutante de BNrxnl podria afectar a ligandos sindpticos diferentes
dependiendo de la regidn cerebral. Para analizar los contactos transindpticos afectados
en regiones cerebrales distintas a la corteza realizamos experimentos de IP de HA-
BNrx1AC en homogenados de estriado dorsal y posteriormente analizamos la
presencia de las proteinas candidatas. Como se muestra en la figura 56, tras una
eficiente purificaciéon de HA-BNrx1AC (64.22%), observamos que la unidn preferencial a
NL1 se conservé en las inmunoprecipitaciones de estriado. De nuevo, no se observo la
presencia de NL2, NL3 o LRRTM2 en dichos complejos. Por ello, las sinapsis estriatales
afectadas por la disfuncion de BNrxns en el modelo BNrx1AC son los contactos
glutamatérgicos mediados por NL1. Debido a que las estructuras diana de las MSN del
estriado no se contienen en los lisados de este experimento, podemos concluir que la

union HA-BNrx1AC/NL1 observada proviene de las proyecciones cortico-estriatales.
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Figura 56. IP de HA en lisados de estriado. A.- Andlisis del material inmunoprecipitado por
western blot con los anticuerpos indicados. Se muestra el resultado de dos experimentos
independientes. Ctr- control; AC- BNrx1AC; buff- buffer. B.- Cuantificacién de la purificacidon de
cada proteina respecto a la presente en el lisado de partida de la IP. N=2 experimentos. Todas

las barras de error son SEM.

4.1.2 Confirmacion de los ligandos sindpticos asociados a HA-BNrx1AC

mediante IP de NL

Con el objetivo de confirmar la union especifica de NL1 y no de otros ligandos
candidatos al mutante HA-BNrx1AC in vivo, realizamos inmunoprecipitaciones
reversas. Para purificar los inmunocomplejos utilizamos los anticuerpos que reconocen
NL1, NL2 y NL3 y analizamos por western blot la presencia del mutante HA-BNrx1AC
(figura 57).

NL1, NL2, NL3

Figura 57. Representacién esquematica de las IP reversas con los anticuerpos anti-NL1, NL2 o

NL3. Se muestra la localizacién postsinaptica de las NL, marcadas en verde.
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En estos experimentos obtuvimos una eficiencia de purificacién de las NL de 34-50%
del total presente en el lisado (figura 58). Al analizar con el anticuerpo anti-HA el
material inmunoprecipitado observamos la confirmacién de la union de HA-BNrx1AC a
NL1 (1.15% con respecto al HA-BNrx1AC total). Una demostracion adicional de que
esta interaccion ocurre en membrana es que sélo se detecté la banda de 48kDa,
correspondiente a las formas maduras glicosiladas de HA-BNrx1AC y no las bandas de
menor peso molecular. En el caso de la IP de NL2 se observd en el western blot una
leve banda de peso molecular correspondiente a la proteina transgénica madura
(0.60% del HA-BNrx1AC total). Sin embargo, la formacion de complejos HA-
BNrx1AC/NL2 no es clara ya que en la IP directa del mutante de BNrxnl no se observé
presencia especifica de NL2 (figura 55). En los inmunoprecipitados de NL3 no se
detectd la presencia de HA-BNrx1AC, replicando la falta de interaccidon de HA-BNrx1AC
con NL3 que habiamos observado en la aproximacién anterior. La deteccidon de otras
isoformas de NL en los inmunoprecipitados sugirid la presencia de heterodimeros de
NL, como NL1/NL3. Sin embargo, la ausencia de HA-BNrx1AC en los
inmunoprecipitados de NL3 sugiere que la proteina HA-BNrx1AC se une

preferencialmente a homodimeros de NL1 pero no a heterodimeros NL1/NL3.

lisado IP NL1 lisado IP NL2 lisado IP NL3
ctr AC buff ctr AC ctr AC buff ctr AC ctr AC buff ctr AC
—_— e — - .- .- o= B
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Figura 58. IP de NL1, NL2 y NL3 en lisados de corteza. Los inmunoprecipitados se testaron con

los anticuerpos indicados por western blot. Ctr- control; AC- BNrx1AC; buff- buffer.
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4.1.3. Andlisis de las interacciones tempranas mediadas por el mutante HA-

BNrx1AC

Para analizar si la especificidad de las interacciones mediadas por el mutante de
BNrxnl dependian de un proceso de seleccion temporal, realizamos
inmunoprecipitaciones con el anticuerpo anti-HA en lisados corticales tras la re-
expresion de corta duracién del mutante de BNrxnl. Como hemos demostrado
anteriormente, el sistema inducible Tet-off empleado en la generacidon del modelo de
ratén BNrx1AC nos permite el apagado de la expresiéon del mutante de BNrxnl
mediante el tratamiento con Dox (figura 25). Ademds, hemos demostrado que el
mutante HA-BNrx1AC se re-expresa al retirar dicho farmaco de la dieta a partir de los
14 dias (figura 27). En este experimento, a ratones dobles transgénicos que habian
recibido dieta con Dox se les permitid la re-expresion del transgén durante 34 dias
(Dox on/off). En lisados corticales de estos animales se realizaron experimentos de co-
IP con el anticuerpo HA. Como se observa en la figura 59, el mutante re-expresado se
inmunoprecipitd en los ratones Dox on/off con una alta avidez, equivalente a la
observada a un ratéon BNrx1AC adulto con expresion continua del transgén (Dox off).
Asi mismo, NL1 se co-inmunoprecipité con una afinidad similar en los ratones doble
transgénicos con expresion de HA-BNrx1AC de corta duracion comparada con la
observada previamente en ratones con expresién mantenida de HA-BNrx1AC. De
forma interesante, no se observd unién de HA-BNrx1AC con NL2, NL3 o LRRTM2 en los
inmunoprecipitados, confirmando la especificidad de la interacciéon con NL1. En el caso
de NL2 se observé una leve banda inespecifica que estd presente incluso en los
inmunoprecipitados de ratones control. Estos datos indican que la interaccion del
mutante de BNrxnl con NL1 no se debe a una seleccién sobre otro tipo de

interacciones que pudieran eliminarse con el tiempo.
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Figura 59. IP de HA-BNrx1AC en corteza de ratones con expresién de corta duracion. Se
comparan inmunoprecipitados obtenidos a partir de corteza de animales BNrx1AC con
expresion mantenida del transgén (Dox off) y BNrx1AC mantenidos con Dox durante 14 dias a
los que posteriormente se les alimentd con dieta normal durante 34 dias (Dox on/off). El

western blot se analiza con los anticuerpos indicados a la izquierda. Ctr- control; buff- buffer.

En conjunto, los resultados obtenidos mediante los experimentos de IP directa y
reversa muestran una interaccién robusta entre el mutante HA-BNrx1AC y NL1 que
apunta a un efecto especifico del mutante de BNrxnl en las sinapsis glutamatérgicas

mediadas por NL1.
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4.2. Analisis de los circuitos cerebrales relacionados con la interaccion

social y afectados por el comportamiento asociado al TEA

La caracterizacién del raton BNrx1AC indica que la expresion del mutante de BNrxnl
en el terminal presindptico de las neuronas principales de corteza y estriado afecta a la
funcidén sindptica glutamatérgica de determinados circuitos neuronales, de manera
que la disfuncién de dichos circuitos causaria los defectos de comportamiento
asociados al autismo. Por otra parte, la recuperacion del comportamiento normal en el
ratdn BNrx1AC tras el apagado del transgén sugiere que la caracterizacién de dichos

circuitos podria identificar dianas terapéuticas para el tratamiento del TEA.

Para evaluar la implicacion de distintos circuitos cerebrales durante el
comportamiento social, cuya afectacién se encuentran entre los criterios diagndsticos
del TEA, decidimos estudiar la actividad neuronal en diferentes estructuras cerebrales
durante la ejecucién de tareas de interaccién social. Como es evidente, estos estudios
implican realizar registros electrofisiolégicos en ratones despiertos mientras realizan la
tarea. Para ello, establecimos una colaboracion con el grupo de los Drs. Agnes Gruart y
José Maria Delgado, de la Universidad Pablo de Olavide de Sevilla, expertos en el
registro electrofisiolégico de animales durante la realizacion de ensayos de
comportamiento. Esta colaboracion se establecié dentro del marco del proyecto “Red

para el estudio de las sinapsis en el contexto de la disfuncion cognitiva” (SynCogDys).

4.2.1. Estructuras cerebrales seleccionadas para el registro electrofisioldgico

in vivo

El principal objetivo del estudio consistié en el andlisis de la actividad de los circuitos
cerebrales durante la interaccidn social en ratones control, para poder identificar
patrones de actividad diferenciales implicados en el desarrollo de tareas sociales.
Ademas, para afianzar la especificidad de dicha actividad durante la sociabilizacidn,
decidimos utilizar el modelo BNrx1AC como control negativo de la preferencia social.
De esta forma, esperabamos detectar patrones de actividad de los circuitos

especificamente provocados por la interaccion social, identificados como aquellos
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cambios originados por la interaccidn social en el ratén control que, a su vez, se vieran

reprimidos en el ratédn BNrx1AC.

El método utilizado para evaluar la actividad electrofisioldgica in vivo fue el registro del
potencial de campo local (LFP del inglés Local Field Potential). El LFP refleja la suma de
cambios en el potencial de las neuronas que se encuentran en la vecindad de un
electrodo, por lo que muestra el comportamiento medio de los ritmos de actividad de

los circuitos neuronales préoximos al mismo (Buzsaki, 2006).

La eleccidn de las regiones cerebrales estudiadas estuvo motivada por dos razones: su
potencial relacion con el comportamiento social y su posible afectacion por la

disfuncién de BNrxns en el ratén BNrx1AC (Figuras 20, 21).

En pacientes con TEA se ha descrito una deficiencia en la conectividad de la corteza
prefrontal (Gotts et al., 2012), regidn estrechamente asociada con la motivacidn social,
el reconocimiento social y la dominancia jerarquica (Bicks et al., 2015). En el modelo
BNrx1AC existe una escasa o casi nula expresion del mutante de BNrxnl en la regién
prelimbica (PrL) de la corteza prefrontal, aunque estas neuronas reciben proyecciones
procedentes de otras regiones con elevada expresion del mutante, como son la

corteza cingulada o motora (figura 21) (DeNardo et al., 2015).

Por otra parte, el estriado se ha propuesto como nodo de los déficits asociados con el
autismo (Fuccillo, 2016). En pacientes con TEA se ha descrito un incremento anormal
en la conectividad funcional entre subregiones del estriado con las conexiones que
realiza con otras regiones cerebrales (Di Martino et al.,, 2011) y se ha observado un
mayor impacto de las mutaciones asociadas con TEA en las MSNs y en las neuronas
corticales que las inervan (Chang et al., 2015). El ratén BNrx1AC presenta la mayor
expresion de la proteina mutante en el estriado dorsal o Caudado-Putamen (CPu)
(figuras del apartado 1), que a su vez recibe innervaciones provenientes de regiones
corticales positivas para la expresién del transgén como las cortezas cingulada, motora

y somatosensorial (Guo et al., 2015).
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Por ello, las estructuras elegidas para la implantacion de los electrodos de registro
fueron PrL y Cpu. Ademsds, se selecciond la corteza somatosensorial primaria (S1BF)

como otra zona cortical de expresion elevada del transgén (figura 21).

Los electrodos para el registro de LFP se construyeron e implantaron en las regiones
seleccionadas por José Antonio Santos Naharro y José Maria Gonzalez Martin
respectivamente, del grupo de los Drs. Agnes Gruart y José Maria Delgado. El extremo
de los electrodos cuenta con dos puntas de registro independientes ligeramente
separadas, disminuyéndose de esta manera la probabilidad de registro fallido en una
region. Mediante cirugia estereotdxica se colocaron los electrodos en las regiones
seleccionadas del hemisferio derecho. (Coordenadas en Materiales y Métodos, tabla
7). En el craneo se implanté un tornillo de acero inoxidable como toma de tierra. El
extremo apical de los electrodos se soldd a un conector y se cubrié y fijé al craneo con
cemento dental (figura 60). A este conector se conectaron inmediatamente antes de

iniciar un registro los cables que transmiten la informacion al ordenador.

Figura 60. Aspecto de un ratdn tras la cirugia de implantacién de los electrodos. Notense las

dos ranuras situadas en el conector donde se conectaran los cables de registro.

4.2.2. Estudio del comportamiento social durante el registro

electrofisiologico in vivo

El paradigma escogido para analizar el comportamiento social fue el test de
sociabilidad 3-chamber, que como hemos descrito anteriormente evalua la interaccion
del ratdén con estimulos enrejados situados en dos habitaciones adyacentes a la

habitacion central. Este test fue seleccionado porque representa una prueba muy
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robusta y especifica para evaluar la interaccion social motivada por el ratén analizado,
gue ademds habiamos caracterizado en profundidad en el ratéon BNrx1AC. Sin
embargo, las caracteristicas del aparato de 3-chamber hacia muy complicado el
registro in vivo simultdneo al comportamiento. Las grandes dimensiones de la caja
(60x42cm) obligaban el uso de cables de suficiente longitud que transmitieran la
informacion registrada por los electrodos. El ratdon debe ser capaz de soportar estos
cables unidos al conector situado en su cabeza, lo cual le representa un peso elevado
en proporcidn a su propio cuerpo, todo un reto que se suma al posible estrés que le
representa la nueva situacién. Ademads, las tres habitaciones en las que se divide el
aparato estdn conectadas por unas puertas cuyo marco superior frena el paso de los

cables.

Por estos motivos, realizamos una serie de adaptaciones acordes con las nuevas
necesidades experimentales (Figura 61). Algunos ejemplos de las adaptaciones que
llevamos a cabo fueron: i) inclusion de una fase adicional de habituacion durante dos
dias previos al experimento; ii) acortamiento de la duracidn de la fase de habituacién
del dia del experimento, que pasé de 10 a 5 minutos; iii) desplazamiento de los
cilindros enrejados que contienen los estimulos desde las esquinas al centro de las
habitaciones laterales para minimizar el desplazamiento del raton analizado; iv)
construccion de un sistema con un rail y una polea para disminuir la longitud y el peso
de los cables soportado por el animal; v) sustitucion de las paredes que subdividen las
habitaciones por unos tabiques parciales que permitieran el paso del cableado (ver

materiales y métodos para mayor detalle de las modificaciones realizadas).
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Figura 61. Aparato de 3-chamber modificado para simultanear la prueba de sociabilidad con el
registro electrofisioldgico in vivo. A.- Vista general del aparato 3-chamber con el sistema de
rail con polea y los cables de registro. B.- Vista superior del aparato 3-chamber modificado,
mostrando un ratén durante la fase de sociabilidad. Notese la disposicidon del cable sujeto por
el sistema disefiado, que permite el movimiento del ratén. También se pueden apreciar los

tabiques parciales que separan los compartimentos.

En la ejecucion y andlisis del test de 3-chamber intervinimos dos investigadoras.
Florbela da Rocha Almeida (encargada de controlar la correcta colocacidn de los cables
y los electrodos y de la obtencidn y andlisis de los registros electrofisiolégicos) y la
autora de esta Tesis Doctoral (encargada del manejo de los animales y de la parte

comportamental del experimento, asi como del andlisis del comportamiento social).

Realizamos el experimento de registro de LFP in vivo en 16 ratones control (10 wild-
type y 6 transgénicos simples TRE-HA-BNrx1AC) y 14 dobles transgénicos BNrx1AC. A
pesar de las modificaciones realizadas para adaptar el protocolo estandar de la prueba
3-chamber, encontramos que algunos ratones presentaban dificultades en su
ejecucion, puesto que no visitaron los tres compartimentos del aparato. Esto podria
suponer un sesgo que afectase a la interaccién. Por este motivo, eliminamos del
analisis los ratones que no visitaron al menos una vez las dos habitaciones laterales

durante la habituacidén del dia del test o durante la fase experimental en cuestion.

A continuacién se evalud el comportamiento social de los animales en el test de 3-

chamber modificado. En la fase de preferencia social los ratones control presentaron
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un mayor tiempo de interaccion con el control que con el objeto (Figura 62 A). Por el
contrario, los ratones BNrx1AC mostraron un descenso de la interaccion con el ratén y

un incremento con el objeto (Figura 62 A).

Durante la fase de preferencia por la novedad social los ratones control mostraron una
mayor interaccién con el ratédn nuevo que con el familiar, mientras que los ratones
BNrx1AC interaccionaron un menor tiempo con el ratén nuevo y no presentaron

preferencia por la novedad social (Figura 62 B).
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Figura 62. Interaccion social en el test 3-chamber durante el registro electrofisiolégico in vivo.
En la parte superior se muestra un diagrama explicativo del test. A.- Test de preferencia social
en ratones control (N=14) y doble transgénicos BNrx1AC (N=7). B.- Test de preferencia de la
novedad social en ratones control (N=13) y doble transgénicos BNrx1AC (N=8). Edad: 4-7
meses. Sexo: machos. Analisis estadistico: two-way ANOVA con medidas repetidas y post hoc

de Bonferroni con comparaciones multiples.

La similitud de los valores de interaccién obtenidos en este experimento con respecto
a los experimentos anteriormente realizados sin registro electrofisiolégico (figuras
34—36, 38) probaron que las modificaciones realizadas no alteraron la interaccion de
los ratones con los estimulos presentados. Ademas, este experimento reproduce los
defectos en comportamiento social obtenidos en experimentos previos del modelo
BNrx1AC (figuras 34—36, 38), ya que replica la reduccién en la preferencia social y en

la preferencia por la novedad social con respecto a los ratones control. Estos hechos
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validan el nuevo protocolo para el estudio mediante electrofisiologia in vivo del

comportamiento social y su afectacidn con la disfuncion de BNrxns.

4.2.3. Comprobacion de las coordenadas de registro electrofisiolégico y

expresion comparativa del mutante HA-BNrx1AC

Las coordenadas de registro de los electrodos fueron corroboradas al final del
experimento mediante tincién de Nissl. Como podemos ver en la figura 63 B, la cicatriz
que se genera al implantar el electrodo permite visualizar a posteriori el punto de
registro, que corresponde con PrL, Cpu y S1BF. Como podemos ver en la
inmunohistoquimica realizada en cortes coronales, el mutante HA-BNrx1AC se expresa
en las regiones coincidentes con las coordenadas de registro de CPu y S1BF y de
manera mas tenue en unas escasas neuronas en la parte mas dorsal de PrL (figura 63

C, D).
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A

Corteza prefrontal Estriado Corteza somatosensorial

Figura 63. Sitios de registro de LFP en la Corteza prefrontal (PrL), Estriado dorsal (CPu) y
Corteza somatosensorial (S1BF). A.- Representacion de las coordenadas de registro en el atlas
estereotdxico de ratdén. B.- Andlisis de la localizacién de los electrodos implantados mediante
tincion de Nissl. Se puede observar la cicatriz generada por el electrodo, sefialada con una
flecha amarilla. C.- Andlisis por inmunohistoquimica de la expresién del mutante HA-BNrx1AC
con el anticuerpo anti-HA en planos coronales coincidentes con la coordenada antero-
posterior de registro. D.- Magnificacién de la tincién por inmunohistoquimica con el anticuerpo
anti-HA en los sitios de registro. La flecha negra en PrL muestra una célula positiva para HA. Las

escalas de tamafio representan 1mm (A) 750um (B, C) y 75um (D).
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4.2.4. Resultados del registro electrofisiolégico in vivo

La grabacion del experimento de comportamiento nos permitido estudiar el registro
electrofisiolégico en los momentos concretos de interaccién del ratén con los
estimulos. En el momento de escritura de esta Tesis Doctoral, el analisis de los
registros electrofisiolégicos generados se habia realizado sobre la fase de preferencia
social (objeto vs ratén). Los registros seleccionados para el andlisis provienen de
animales que interaccionaron con los dos estimulos y que presentaron una correcta
colocacion de los electrodos. Seleccionamos eventos de interaccién estrecha con el
ratén y el objeto de un segundo de duracidon y analizamos las ondas registradas

durante esos intervalos (ejemplo de registro en figura 64).
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Figura 64. Ejemplo del patron de ondas generadas en un ratdn control. Se muestran las ondas
en las tres estructuras registradas (S1BF, mPFC y CPu) a lo largo de 10 segundios. El intervalo en

diferente color sefiala la duracién de la interaccién con el objeto o el ratén.

En total, analizamos 25 intervalos de registro de ratones control y 20 de ratones
BNrx1AC para cada tipo de interaccidn (ratén y objeto) y regidn cerebral (PrL, CPu y
S1BF). Utilizando estos registros calculamos el poder espectral promedio de cada
condicion a lo largo del tiempo y lo representamos en graficos de espectrogramas
(figura 65). En estos gréficos, el eje de ordenadas muestra la frecuencia de las ondas
(Hz), el eje de abscisas mide el tiempo (un segundo) y la escala colorimétrica
representa el logaritmo del calculo de la amplitud de las ondas y de la cantidad de sus

armonicos, de modo que podemos conocer la actividad de las diferentes frecuencias
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de onda durante cada instante del segundo de interacciéon. La frecuencia de 50Hz se
filtré durante el registro para eliminar las interferencias que se generaban por los
aparatos electrénicos a esa frecuencia. Por este motivo, las frecuencias cercanas a

50Hz mostraron un menor poder espectral en los espectrogramas (figura 65).

La frecuencia de las ondas se clasifica en intervalos o bandas de frecuencia: delta (1.5-
4Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30Hz) y gamma (30-100Hz) (Buzsdaki, 2006). Para
obtener una lectura cuantitativa de la actividad de las bandas de frecuencia,
calculamos el valor promedio del poder espectral de todos los puntos de cada banda
de frecuencia durante un segundo. Estos resultados permiten comparar las diferentes
condiciones mediante histogramas (figura 66) y realizar un andlisis estadistico de las

diferencias.

Los resultados obtenidos permitieron descubrir un patron de actividad cerebral
exclusivamente social y especifico de la region cerebral en los ratones control, que
consistio en un incremento del poder espectral de la banda de frecuencia delta en PrL
y CPu durante la interaccion con el estimulo social, frente al registrado con la
interaccion no social (figuras x y x). Este patrén presenta especificidad de circuito,
puesto que no es compartido por S1BF, que mostré una actividad delta muy similar
entre la interaccién social y la no social. Ademas se observaron otros cambios de
menor magnitud durante la interaccién con el ratéon, como un ligero aumento en las

ondas theta y un descenso en las ondas beta en CPu.

Ademas, el control negativo de preferencia social aportado por los ratones BNrx1AC,
nos permitié confirmar la especificidad de la aparicion de dicho patréon durante la
interaccion social. De forma interesante, el modelo de autismo BNrx1AC mostré una
actividad similar en la actividad delta en PrL y CPu en la interaccion con el estimulo
social y no social, presentando valores cercanos al valor de actividad que presentaron
los ratones control durante la interaccion con el objeto (figuras x y x). Por tanto, el
incremento en las ondas delta en PrL y CPu ocasionado por la interaccion con el

estimulo social en los ratones control se impide en los ratones BNrx1AC.

Ademas, los ratones BNrx1AC presentaron otras alteraciones. De manera llamativa y
en comparacion con los ratones control, los ratones BNrx1AC mostraron una reduccién
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generalizada de la actividad de todas las bandas de frecuencia en S1BF, que redujeron
a menos de la mitad el poder espectral observado en los ratones control, asi como una

reduccidn en la amplitud de beta y gamma en las tres regiones analizadas (figuras x y

X).
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Figura 65. Representacion en espectrogramas del poder espectral del registro de LFP in vivo.
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Figura 66. Cuantificacion del poder espectral promedio para las bandas de frecuencia indicadas

del registro de LFP in vivo. Analisis estadistico: Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn; *p-value <

0.05; **p-value < 0.01; ***p-value < 0.001. Todas las barras de error son SEM.
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Los datos obtenidos en el experimento de 3-chamber acoplado al registro de LFP in
vivo nos permiten concluir que existen patrones de actividad neuronal asociados a
determinados circuitos propios de la interaccién social. De manera confirmatoria, este
patrén electrofisioldgico se ve impedido en condiciones de falta de preferencia social
en el ratédn BNrx1AC. La identificacidn en detalle de los mecanismos asociados a la
contribucion diferencial de los circuitos durante el establecimiento de estos patrones

I”

de actividad podria contribuir al entendimiento del Ilamado “cerebro social” y servir de

base para el desarrollo de terapias aplicables al autismo.

4.3. Diseccion de los circuitos cerebrales implicados en el comportamiento

asociado al TEA

Mediante el registro LFP in vivo hemos demostrado que la interaccion social provoca
patrones de actividad diferencial en determinados circuitos cerebrales mediados por
PrL y CPu. Ademas, la disfuncion de BNrxn asociada a defectos en interaccion social
impide que se generen dichos patrones. Estos defectos en PrLy CPu podrian explicarse
por varias causas no necesariamente excluyentes: por una posible disfuncidon de BNrxn
en las conexiones locales de esas regiones, por defectos sindpticos de los terminales
que proyectan hacia esas regiones desde otras estructuras, o por mecanismos
compensatorios que intentaran contrarrestar la disfuncion de BNrxn. Para tratar de
discriminar entre estas posibilidades decidimos expresar localmente el mutante de
BNrxn mediante inyeccion estereotaxica y posteriormente analizar su efecto en
pruebas de comportamiento con relevancia en el autismo. Esta aproximaciéon nos
permite analizar el efecto de la disfuncién de BNrxn en una regién cerebral concreta

sobre el comportamiento del ratén.

El sistema de expresion génica escogido fue la transduccién lentiviral con vectores
especificos de neuronas (Gascon et al., 2008). De esta forma se permite la expresiéon
estable y duradera del transgén en neuronas, evitando la expresion en células vecinas
no neuronales. Generamos particulas lentivirales que contenian la construccién HA-
BNrx1AC bajo el control del promotor de sinapsina para dirigir la expresidén a neuronas.
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Como control negativo del experimento generamos particulas lentivirales que
codificaban GFP o HA-BNrxnl1, ambas también bajo el promotor de sinapsina. Todas las
producciones lentivirales se testaron previamente en cultivos neuronalles para verificar

su capacidad de inducir la sintesis proteica de GFP, HA-BNrx1 y HA-BNrx1AC (Figura

67).
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Figura 67. Analisis in vitro de la expresion de los vectores lentivirales syn-GFP, syn-HA-BNrx1 y
syn-HA-BNrx1AC mediante infeccidn de cultivos de neuronas de hipocampo v western blot. En

la parte superior de cada carril se indica el volumen de preparacion viral utilizado (1, 2 o 4pl).

4.3.1 Inyeccidn estereotaxica de HA-BNrx1AC para generar la disfuncion

local de BNrx

Los experimentos previos habian demostrado un aumento en las ondas delta en CPu
provocado por la interaccidn social, que ademas se impide en el modelo de autismo
BNrx1AC (figuras 65, 66). Ademas, el CPu es una de las regiones cerebrales que
muestra mayor expresion de la proteina transgénica en el ratén BNrx1AC (figura 20).
Por estas razones, decidimos analizar la influencia que tiene la disfuncion de BNrxn en

las células del estriado dorsal sobre el comportamiento relacionado con el autismo.

En ratones wild-type C57BL/6J de tres meses profundamente anestesiados inyectamos
particulas lentivirales en CPu mediante cirugia estereotaxica. Se inyectaron 10 ratones
con lentivirus syn-GFP, 8 ratones con syn-HA-BNrx1 y 10 con el mutante syn-HA-
BNrx1AC. En experimentos preliminares no mostrados, una inyeccion de 1ul de
lentivirus syn-GFP provocd la expresion de la proteina exdgena dentro de un diametro

de aproximadamente 1mm, evaluado mediante la sefial de GFP somatica. Para intentar
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maximizar el area de expresién realizamos inyecciones bilaterales, cada una con dos
puntos de inyeccion en las mismas coordenadas x e y pero separados por 0.5mm en el
eje dorso-ventral (AP +0.5mm; ML +/-2mm; DV -3 y -3.5mm). Esta aproximacién ha
sido utilizada anteriormente en experimentos similares (Welch etal., 2007).
Inyectamos 1ul de preparacién lentiviral en cada punto, 4ul totales por animal. Para
minimizar el dafo provocado en el parénquima cerebral la inyeccion se realizé con una
aguja de muy bajo calibre (35G) y a una velocidad constante de 200nl/minuto. Antes
de retirar la aguja tras cada inyecciéon esperamos 5 minutos para favorecer la difusion y

evitar asi arrastrar hacia la corteza particulas virales recombinantes.

Tras permitir la expresion de las construcciones virales durante tres semanas,
realizamos los test de comportamiento y sacrificamos los ratones para analizar la
localizacion y los niveles de expresion de las proteinas inducidas. El patrén de
expresion se evalud con la tincidén de cortes coronales mediante inmunohistoquimica,
que mostraron la expresiéon de GFP en CPu y no en otras estructuras adyacentes
(Figura 68). Ademads, aunque pudimos detectar los dos puntos de inyeccién del eje
dorso-ventral como regiones mas intensas de GFP, la expresidon somatica de la
proteina se extendié hasta ocupar la mayoria de la superficie del CPu (figura 68).
Confirmamos también la expresion de las proteinas GFP, HA-BNrx1 y HA-BNrx1AC
mediante western blot en lisados de estriado. Para descartar un escape de la expresion
viral a la corteza, situada en el tracto de la aguja, se disecciond en paralelo la regién
cortical adyacente a la perforacion. Como se puede observar en la figura 68 D, las
bandas correspondientes a GFP, HA-BNrx1 y HA-BNrx1AC se detectaron en las

muestras de estriado, mientras que estaban ausentes en los lisados corticales.
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Figura 68. Expresion de vectores lentivirales en el estriado mediante inyeccion estereotaxica in
vivo. A.- Diagrama de la localizacién de las inyecciones. Los dos puntos de inyeccion estan
separados por 0.5mm en el eje dorso-ventral. B.- Inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-
GPP en cortes coronales. La linea discontinua marca los margenes del CPu. Se pueden observar
los dos puntos de inyeccidn, que presentan mas sefal GFP. C.- Magnificacién de la expresion
de GFP en el estriado dorsal. D.- Analisis por western blot de lisados de estriado y corteza de
animales infectados. El drea cortical diseccionada se restringié a la mds cercana al punto de

inyeccién. Escalas de tamaino: 1mm (A) 500 um (B) 100 um (C).

4.3.2 Analisis del comportamiento asociado al autismo en ratones con

disfuncion local de BNrxn1

La evaluacion de los reflejos sensori-motores no mostré cambios derivados del
procedimiento, por lo que pasamos a realizar pruebas comportamentales destinadas a
evaluar el comportamiento asociado al autismo. Decidimos realizar el test de self-
grooming para evaluar el comportamiento repetitivo y la prueba de sociabilidad 3-

chamber para estudiar la interaccion social.

En la prueba de self-grooming los ratones transducidos con GFP, HA-BNrx1 y HA-
BNrx1AC presentaron el mismo tiempo total de acicalamiento e igual nimero de
eventos (figura 69). Ademads, los valores obtenidos concuerdan con los datos de
experimentos anteriores de ratones control que no habian sufrido el proceso de
cirugia. Por este motivo, pensamos que la expresién del mutante HA-BNrx1AC en las
células del estriado dorsal no es suficiente para generar el incremento en
comportamiento repetitivo que habiamos observado en el modelo BNrx1AC (figuras

34, 38).

En la fase de preferencia social de la prueba de sociabilidad 3-chamber los ratones
control infectados con GFP y HA-BNrx1 interaccionaron significativamente mas tiempo
con el ratén que con el objeto (figura 69), reproduciendo la preferencia social
observada en los ratones control de poblaciones anteriores (Figura 35, 38). En cambio,
los ratones infectados con el mutante HA-BNrx1AC no reprodujeron los defectos

asociados a la disfuncion de BNrxn observados en el ratdn doble transgénico BNrx1AC,
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puesto que interaccionaron significativamente mas tiempo con el ratén que con el
objeto (figura 69).
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Figura 69. Analisis del comportamiento repetitivo y social en ratones con transduccion
lentiviral estereotdxica. A.- Los lentivirus utilizados codifican las proteinas GFP, HA-BNrx1 y HA-
BNrx1AC. B.- Test de self grooming. Tiempo de acicalamiento (izquierda) y el nimero de
eventos (derecha) C.- Prueba de sociabilidad 3-chamber. Fase de preferencia social (izquierda)
y preferencia por la novedad social (derecha). Analisis estadistico: one-way ANOVA (B); two-
way ANOVA con medidas repetidas y post hoc de Bonferroni con comparaciones multiples (C).

*p-value < 0.05; ***p-value < 0.001. Todas las barras de error son SEM.

En conjunto, estos experimentos nos permiten concluir que la disfuncién local de
BNrxn en las neuronas del estriado dorsal no es suficiente para generar el
comportamiento asociado al TEA. Estos datos, junto con la expresién observada del
mutante en otras estructuras cerebrales del modelo BNrx1AC, como la corteza,
apuntan a la disfunciéon de BNrxn en circuitos glutamatérgicos corticales como posible
causa de los defectos de comportamiento asociado al autismo. Esta hipdtesis podra ser
abordada en experimentos futuros destinados a inhibir localmente la funcion de BNrxn

en otras estructuras cerebrales.
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VI. DISCUSION

1. Disfuncion de circuitos postnatales como causa de los sintomas del

autismo

Los pacientes con TEA se caracterizan por presentar patrones repetitivos vy
estereotipados de comportamiento y defectos en la interaccidon y comunicacién social
(APA, 2013). La aparicion de los sintomas en la infancia temprana y el mantenimiento
durante toda la vida adulta (APA, 2013) ha sugerido un defecto prenatal con
manifestaciones postnatales permanentes como posible causa de esta enfermedad del
neurodesarrollo. Otra posibilidad no excluyente es que los sintomas del autismo
pudieran estar causados por una disfuncién postnatal crénica de circuitos neuronales
iniciada con la presentacion de los sintomas en la infancia. Las Nrxns y otros genes
cuyas mutaciones confieren susceptibilidad al TEA se expresan durante el desarrollo
prenatal pero también durante la vida adulta (Ehrmann et al., 2013; lijima et al., 2011).
Por ello, el origen temporal del autismo no se ha resuelto y podria deberse a una
combinacion de ambas posibilidades (Hulbert et al., 2017). Por otra parte, las regiones
cerebrales y los sustratos neuronales responsables del establecimiento de los sintomas
asociados al TEA son desconocidos. A pesar de que el cerebro esta interconectado y
gue por ello una sola regién dificilmente sea la Unica responsable de una patologia
compleja, se ha sugerido que pueden existir nodos mas vulnerables a las alteraciones
genéticas con un rol clave en la regulacidon del comportamiento (Fuccillo, 2016). El
esclarecimiento del patron espacio-temporal responsable de la aparicion y
mantenimiento de los sintomas tiene repercusiones clinicas importantes, ya que
puede ofrecer ventanas temporales e identificar circuitos neuronales para el

tratamiento.

Alteraciones genéticas identificadas en pacientes con TEA han posicionado los genes
de NRXN1 y miembros de su ruta sindptica (NLGN3 y 4, SHANK3) como fuertes
candidatos a contribuir en la fisiopatologia del autismo (https://sfari.org/). Se han
encontrado deleciones del gen NRXN1 que afectan a isoformas a y B en pacientes con

enfermedades del neurodesarrollo (Ching et al.,, 2010; Gauthier et al., 2011; Schaaf
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etal.,, 2012; Szatmari etal.,, 2007). Concretamente, nuestro grupo ha identificado
varias mutaciones independientes que afectan al coddn de inicio especifico de BNrxnl,
sin alterar a aNrxn1, que reducen los niveles de la proteina en las sinapsis (Camacho-
Garcia et al., 2013, 2012). Aunque las mutaciones en NRNX1 identificadas en pacientes
son practicamente privadas, estos datos apuntan a una hipo-funcién de BNrxnl como

mecanismo subyacente al TEA.

Para dilucidar la cuestion espacio-temporal sobre el origen del autismo, en esta Tesis
Doctoral hemos estudiado los efectos de la disfuncidn crénica de BNrxnl en circuitos
postnatales sobre la aparicién de un fenotipo asociado al autismo. Ademas, hemos
abordado si la recuperacién de la funcién de BNrxnl puede revertir los defectos

relacionados con el autismo una vez que los sintomas se han manifestado.

Con la finalidad de modelar la disfuncién de BNrxnl nuestro grupo generd el mutante
HA-BNrx1AC. Esta construccion se diseid como un dominante negativo de BNrxnl
endogena, ya que posee el dominio extracelular de interaccidn transinaptica pero
carece del dominio intracelular, responsable de la sefializacidon presinaptica. Con esta
aproximacion se pretendié analizar de forma general la falta de funcion de BNrxnl,
mas que ensayar una mutacidon privada concreta. Debido a la alta diversidad de
isoformas de Nrxns (Schreiner etal, 2014) con funciones fundamentales no
redundantes entre ellas (L. Y. Chen etal., 2017), la utilizacion de un dominante
negativo de una isoforma concreta asociada a autismo representa una mayor
especificidad que la generacion de un KO que afecte a multiples isoformas. Por otra
parte, si bien los modelos KO representan una herramienta valida para el estudio
biolégico, aunque con limitaciones, es importante destacar que en humanos las
mutaciones en NRNXI1 asociadas a autismo presentan penetrancia incompleta,

aparecen en heterozigosis y no se han identificado “mutaciones KO” en pacientes.

La co-expresién de genes asociados con el autismo, asi como evidencias de
alteraciones anatdémicas y de conectividad funcional en pacientes con TEA, apuntan a
la corteza y estriado como nodos principales de afectacion en el autismo (Chang et al.,
2015; Fuccillo, 2016; Parikshak et al., 2013; Shepherd, 2013; Willsey et al., 2013). El

estudio del patréon de expresidn en diferentes regiones cerebrales de ratones adultos
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demostré que la expresion mayoritaria de isoformas de Nrxnl que excluyen AS4
ocurre en regiones del prosencéfalo, incluidos corteza y estriado (Ehrmann etal,,
2013). Estos datos indican un papel prepronderante de BNrxnl -AS4 en corteza y
estriado. Por ello, para dirigir la expresion del mutante HA-BNrx1AC a circuitos cortico-
estriatales ya establecidos se utilizd el promotor CaMKIl, que dirige la expresidon
postnatal a las neuronas principales del prosencéfalo (Mayford etal., 1996; Odeh
etal., 2011). Consecuentemente, detectamos la expresién de HA-BNrx1AC en
neuronas piramidales corticales y en MSN del estriado a partir de la tercera semana
postnatal, una vez ya se ha superado el periodo de mayor formacién de sinapsis. En
experimentos de inmunotincién observamos que la expresién de HA-BNrx1AC excluye
a las interneuronas de la corteza. En esta linea, resultados publicados durante la
realizacion de esta Tesis han mostrado un enriquecimiento de las isoformas de Nrxn1 -
AS4 en neuronas piramidales y no en interneuronas de corteza e hipocampo (Nguyen
et al., 2016), asi como en las neuronas corticales de proyeccion (Fuccillo et al., 2015).
Por ello, las consecuencias derivadas de la expresion del mutante de delecion de
BNrxnl resultan de la disfuncidén postnatal de BNrxn1l en tipos celulares que presentan
una elevada expresion de la proteina enddgena y que forman parte de circuitos

cerebrales con relevancia en autismo.

A pesar de que el mutante HA-BNrx1AC no cumple el requisito de construct validity,
puesto que las deleciones en NRXN1 encontradas en pacientes con TEA afectan
también al dominio transmembrana (Schaaf et al., 2012; Wisniowiecka-Kowalnik et al.,
2010), nuestros resultados de comportamiento demuestran que el ratén BNrx1AC si
posee face validity, ya que reproduce fielmente las caracteristicas comportamentales
asociadas con los criterios diagnésticos del TEA (Pasciuto et al., 2015; Silverman et al.,
2010). Los resultados comportamentales que validaron al ratén BNrx1AC como modelo
de autismo fueron un incremento en el comportamiento repetitivo de self-grooming,
una pérdida de preferencia por la interaccién social o por la novedad social en el test
de 3-chamber y un interés exagerado por estimulos no sociales frente a los sociales en
la comunicacion mediada por el olfato (test de habituacidon/deshabituacion a la
olfaccion) (Rabaneda et al., 2014). Estos resultados se han obtenido en diferentes

poblaciones de ratones machos y hembras BNrx1AC, de manera robusta y mantenida
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durante toda la vida adulta. De manera interesante, los cambios de comportamiento
detectados en ratones BNrx1AC se restringieron a pruebas especificamente asociadas
con los sintomas del TEA y no presentaron defectos en ensayos relacionados con

locomocidn, ansiedad o memoria.

Es importante destacar que a pesar de que numerosas mutaciones encontradas en
pacientes con TEA afectan a BNrxnl y de que durante el transcurso de esta Tesis se
han generado modelos animales deficientes en BNrxns (Anderson et al., 2015; Aoto et
al., 2013b; Aoto etal.,, 2015; Born etal., 2015; Chen etal.,, 2017), no se han
desarrollado en ellos estudios de comportamiento en el contexto del autismo. Por otra
parte, ratones deficientes en otros genes de Nrxns han sido analizados mediante
pruebas relacionadas con el comportamiento asociado al autismo, pero ninguno
muestra unos resultados tan convincentes como los que presenta el modelo BNrx1AC.
El ratén KO aNrxnl presenta un incremento en self-grooming (Etherton et al., 2009),
aungue posteriormente no ha sido reproducido dicho efecto (Grayton et al., 2013;
Laarakker et al., 2012). Los ratones KO aNrxn2 presentan defectos en interacciéon
social —aunque no muy consistentes— y un comportamiento repetitivo en hembras
(Born et al., 2015; Dachtler et al., 2014). La falta de similitud entre los resultados
comportamentales realizados en otros ratones deficientes en Nrxns y el modelo
BNrx1AC podria deberse a que estan afectadas diferentes rutas de sefalizacidn
sindptica y circuitos cerebrales; ademads, los modelos KO de Nrxns constitutivamente
afectan a todas las células y estan sujetos a procesos de compensacion que puedan
ocurrir durante el desarrollo. Mas ampliamente evaluados en el contexto del autismo
han sido los modelos animales deficientes en Nigni, 3 y 4, aunque ninguno muestra
simultdaneamente un incremento de comportamiento repetitivo y defectos sociales,
como si lo hace el modelo BNrx1AC. Asi por ejemplo, el modelo KO de Nignl muestra
un incremento en self-grooming sin defectos sociales (Blundell et al., 2010). Ademas,
existen fuertes conflictos por la falta de replicacidn de los resultados obtenidos en los
modelos deficientes en NLs entre diferentes investigadores, como en el caso del Ki
R451C de Nign3 y el KO de Nign4 (Chadman et al., 2008; Ey et al., 2012; Jamain et al.,
2008; Jaramillo et al., 2014; Tabuchi et al., 2007). Otros modelos animales relacionados

con la ruta Nrxn/NL son los deficientes en los genes Shank1-3. A pesar de que existen
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diferencias en los resultados obtenidos dependiendo de la escisién génica llevada a
cabo, estos ratones KO muestran variablemente comportamiento repetitivo y defectos
en el comportamiento social (Jaramillo et al., 2016, 2017; Jiang et al., 2013). Entre ellos
destacan algunos modelos KO de Shank3, que presentan tal incremento de self-
grooming que llegan a causarse lesiones en la piel (Peca et al., 2011; Schmeisser et al.,

2012).

La presentacion de los sintomas asociados al autismo durante toda la etapa adulta del
modelo BNrx1AC como consecuencia de un defecto postnatal crénico en ausencia de
afectacién prenatal, sugiere que la disfuncién persistente de BNrxn1 es suficiente para
causar el fenotipo. Aunque este hecho no descarta que un defecto prenatal de BNrxn1
pudiera causar efectos similares asociados al TEA, incluso en estos casos la disfuncién
ocasionada por la mutacion podria proseguir durante la vida adulta. Por ello, para
poder analizar si la recuperacidn de la funcidn de BNrxnl en ratones adultos mitiga el
comportamiento asociado al autismo, el modelo BNrx1AC fue generado utilizando el
sistema de expresion condicional Tet-off, que permite apagar la expresién del transgén
con Dox. En experimentos de western blot hemos demostrado que el tratamiento con
Dox apaga la expresiéon del mutante HA-BNrx1AC a los pocos dias de tratamiento. De
manera consistente, el comportamiento repetitivo y los defectos de interaccién social
y comunicacion social olfatoria del modelo BNrx1AC se revirtieron completamente
incluso en ratones adultos de edad avanzada. Este resultado prueba que la disfuncién
postnatal de BNrxn1l en circuitos cortico-estriatales recapitula los sintomas asociados
con autismo, que pueden revertirse cuando la funcion normal de BNrxnl se re-

establece (Rabaneda et al., 2014).

La reversion del fenotipo asociado al autismo no es una caracteristica Unica de nuestro
modelo BNrx1AC, sino que también se ha observado en otros modelos animales de
autismo que han desafiado el concepto de irreversibilidad del TEA (Baudouin etal.,
2012; Blundell et al., 2010; Gkogkas et al., 2013; Guy et al., 2007; McGraw et al., 2011;
Mei et al., 2016; Pefiagarikano et al., 2011; Welch et al., 2007; Won et al., 2012). Estos
hallazgos, junto con los desarrollados en esta Tesis Doctoral, suponen una esperanza
para el desarrollo de terapias aplicables a pacientes con TEA una vez hayan
desarrollado los sintomas. Las alteraciones genéticas de la ruta Nrxn/NL asociadas a
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pacientes con TEA se encuentran en heterozigosis (Chen et al., 2014), por lo que la
potenciacion de la funcidn del alelo no afectado podria ser suficiente para aliviar los
sintomas. Ademas, la reversion del comportamiento asociado al autismo en ratones
BNrx1AC de avanzada edad indica que los beneficios de posibles tratamientos para
restaurar la disfuncion de BNrxnl en TEA se podrian dirigir no sélo a nifios, sino

también a pacientes adultos.

2. Defectos sinapticos implicados en la generacion del comportamiento

asociado al autismo

Los resultados bioquimicos y electrofisioldgicos obtenidos en esta Tesis Doctoral
indican que el mutante HA-BNrx1AC funciona como un dominante negativo de la
funcidn sindptica de BNrxn1 AS4-, ya que el mutante se integra en circuitos sinapticos
in vivo, se une a ligandos especificos de BNrxnl AS4- y causa una pérdida de funcion

sindptica.

i) Mediante el fraccionamiento subcelular de sinaptosomas hemos demostrado que
HA-BNrx1AC se expresa en el terminal presinaptico. Debido a que las Nrxns se localizan
mayoritariamente en el terminal presindptico (Dean etal.,, 2003; Taniguchi etal.,
2007), la expresion del mutante afecta regiones subcelulares donde BNrxnl AS4-
endogena realiza sus funciones principales. Ademas, este resultado demuestra que el
dominio citoplasmico es dispensable para la localizacion de BNrxnl en la sinapsis, en
contra de lo que algunos autores han postulado (Fairless etal., 2008). A favor de
nuestros datos se ha demostrado que la ausencia del dominio citoplasmico de Nrxns
no afecta al reclutamiento de vesiculas sinapticas (Gokce et al.,, 2013). Por ello,
pensamos que otras sefiales presentes en el dominio transmembrana o extracelular

podrian dirigir BNrxn1 hacia el terminal presindptico.

ii) Los experimentos de co-IP demostraron una interaccién robusta y especifica de HA-
BNrx1AC con NL1 y no con otros candidatos. Este resultado concuerda con la afinidad
preferencial que la isoforma BNrxnl1l AS4- muestra por las NLs, en el que NL1 ocupa el
primer puesto mientras que presenta una afinidad reducida por el resto de isoformas
(Comoletti et al., 2006; Koehnke et al., 2010). Por otra parte LRRTM2 también se une a
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isoformas de Nrxns AS4-, aunque recientemente se ha descrito que LRRTM2 presenta
menor unién a BNrxnl que NL1 (Schreiner et al., 2015). Debido a que el nivel sindptico
de BNrxnl, NL1 u otras proteinas sindpticas analizadas no se vieron afectados en
sinaptosomas por western blot, la interaccién con NL1 apunta a una competicidon
funcional de HA-BNrx1AC con la proteina BNrxn1l AS4- enddgena por la unién al mismo
ligando postsinaptico. Ademas, estos datos demuestran que la expresién del mutante
de BNrxnl no afecta a las interacciones con ligandos postindpticos de una manera
indiscriminada, ni modifica la composicién general de las sinapsis, indicando un efecto

especifico sobre sindpsis glutamatérgicas mediadas por NL1.

iii) El registro de actividad espontanea en las neuronas piramidales de la corteza
permitié descubrir una reduccion del 50% en la frecuencia de mEPSCs en los ratones
BNrx1AC que no afectaba a la amplitud de las mismas (Rabaneda et al., 2014). Este
resultado podria explicarse como un defecto en la liberacion excitatoria presindptica, o
alternativamente, por una reduccion en el nUmero de sinapsis glutamatérgicas. Por
otra parte, el mismo tipo celular no presenté cambios significativos en la densidad de
espinas dendriticas, analizadas mediante la tincion de Golgi-Cox. En consecuencia,
estos datos apuntan a un defecto en la liberacidn presinaptica de glutamato como
causa de los defectos electrofisiolégicos del modelo BNrx1AC. Ademads, esta
observacién concuerda con el descenso en la probabilidad de liberacidén vesicular que
la expresion del mutante HA-BNrx1AC provocé en cultivos neuronales, sin afectar en

paralelo el reclutamiento de vesiculas sinapticas.

El analisis de las entradas inhibitorias espontdaneas en las neuronas piramidales
corticales permitié detectar una reduccién de un 30% en la frecuencia de mIPSCs. La
reduccion en la frecuencia de mIPSCs no se debe a una disfuncion de BNrxnl en
interneuronas corticales, que son negativas para la expresion del mutante HA-
BNrx1AC. Aunque el mecanismo responsable no es conocido, esta des-inhibicién
podria explicarse por un mecanismo homeostatico que intentara compensar la pérdida

de excitacién global del circuito (Lau et al., 2012).

La disminucién de la liberacion presinaptica en el modelo BNrx1AC estd en linea con

otros trabajos que demuestran que la disfuncién de Nrxns provoca defectos sobre la
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neurotransmision. La expresion de un mutante de BNrxnl equivalente a HA-BNrx1AC
produce una menor probabilidad de liberacién en rodajas de hipocampo (Futai et al.,
2007). Datos recientes de nuestro grupo indican que la actividad de BNrxns estd
regulada por un mecanismo transindptico mediado por NL1, de manera que la
sobreexpresién de NL1 en el terminal postsindptico aumenta la liberacion vesicular y el
influjo de calcio en los terminales opuestos (Servian-Morilla et al., en revision). Estos
datos explican por qué la expresién de BNrxnl mostrada en los Antecedentes de esta
Tesis no resulté en ningun efecto presindptico, a diferencia de la expresion del
mutante que carece del dominio de deleciéon (Futai et al., 2007; Rabaneda et al., 2014).
Ademas, diversos modelos de ratdn deficientes en la expresion de genes de Nrxns
muestran también un efecto en la funcién sindptica que depende del gen afectado. El
ratdn KO aNrxn1 presenta una reduccion de la frecuencia de mEPSCs sin tener alterada
la frecuencia de mIPSCs ni la amplitud de ninguna de las dos (M. R. Etherton et al.,
2009). La delecion de alNrx2 provoca un descenso en la frecuencia de mEPSCs sin
afectar a la transmisién inhibitoria (Born et al., 2015). En cambio, el modelo KO Nrxn3
muestra defectos de transmision inhibitoria en el bulbo olfatorio, con una menor
frecuencia de mIPSCs dependiente del dominio intracelular (Aoto et al., 2015). El ratén
TKO aNrxnl-3, que mantiene la expresiéon de BNrxns, sufre una reduccién en la
frecuencia de mEPSCs y mIPSCs sin afectar la amplitud de las mismas, junto con una
reduccion en el nimero de sinapsis inhibitorias (Markus Missler et al., 2003). Si bien al
inicio de esta Tesis Doctoral no existia ningin modelo deficiente en genes de BNrxn,
recientemente se ha publicado el TKO BNrxn1-3 que afecta a todas las isoformas de
BNrxns indiscriminadamente (Anderson et al., 2015) y el KO total a y 8Nrxn1-3 (Chen
etal.,, 2017). La ausencia de BNrxns en cultivos del ratén TKO BNrxni1-3 reduce
drasticamente la frecuencia de mEPSCs, mientras que deja intacta la de mIPSCs
(Anderson et al., 2015), indicando un papel preponderante de BNrxns en las sinapsis
excitatorias. Por otra parte, la delecién condicional de todas las Nrxns en el modelo KO
total de o y B8Nrxnl1-3 afecta la transmision excitatoria cuando la disfuncién esta
dirigida a sinapsis excitatorias y una menor transmisién inhibitoria, con menor
frecuencia de mIPSCs cuando se dirige a sinapsis inhibitorias (Chen et al., 2017). Estos

trabajos ejemplifican la heterogeneidad y el solapamiento parcial de funcién entre
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isoformas de Nrxns en sinapsis y circuitos concretos y resalta la importancia de dirigir
la disfuncién a sustratos especificos. Asi, el efecto del silenciamiento de genes de
Nrxns se puede ver enmascarado en sinapsis donde se expresen genes con funcion
solapante o resultar en efectos diferenciales dependiendo de la region afectada. Por
ello, el empleo de mutantes con funcién dominante negativa resulta de utilidad para
afectar la funcidn de isoformas concretas sin alterar los niveles de expresion de los
genes enddgenos. En este sentido, es muy llamativo que el defecto electrofisioldgico
en sinapsis glutamatérgicas del TKO de BNrx1-3 se rescata con la incorporacion
especifica de la isoforma BNrxn1 AS4- y no con otras isoformas (Anderson et al., 2015).
Esta reversion, junto con los resultados obtenidos en Tesis Doctoral, demuestran el
papel esencial que juega la isoforma PBNrxnl AS4- en la transmision sinaptica vy

especialmente en la funcionalidad de las sinapsis glutamatérgicas.

3. Identificacion de mecanismos afectados como posibles dianas

terapéuticas para el TEA

La reversibilidad del fenotipo asociado al autismo en modelos animales adultos amplia
las oportunidades para el tratamiento del TEA. El conocimiento de los mecanismos
responsables de este comportamiento podria conducir al desarrollo de terapias que los
corrijan. Con este objetivo, en esta Tesis Doctoral hemos analizado rutas candidatas de
estar afectadas en el modelo BNrx1AC, como la sefializacion mediada por eCBs y los

cambios de expresion génica.

Recientemente se ha publicado que el TKO BNrxni-3 presenta alteraciones en la
sefializacion tonica de eCBs, con una hiperproduccion de 2-AG (Anderson et al., 2015).
Sin embargo, en machos y hembras del modelo BNrx1AC, los niveles de 2-AG y AEA no
mostraron alteraciones. La aparente discordancia entre nuestros resultados vy
Anderson et al. (2015) podria ser explicada por las diferencias en el abordaje utilizado
para generar la disfuncidon de BNrxns. De hecho, al contrario que el TKO 6Nrxni-3, el
dominante negativo HA-BNrx1AC no inhibe la expresiéon de BNrxnl enddgena. Debido
a que no se ha descrito el mecanismo por el cual las BNrxns podrian provocar un freno

sobre la produccion de 2-AG (Anderson et al., 2015), seria posible que el mutante HA-
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BNrx1AC no actuara como un dominante negativo en dicho proceso. Podria darse la
situacion, por otro lado, de que el ratén BNrx1AC sufriera cambios en la sefializaciéon
ténica de eCBs sin cambios en la concentracion de los compuestos eCBs. En esta linea,
los experimentos de Anderson et al. (2015) no se basan en un analisis directo de la
concentracién de 2-AG, sino que utilizan herramientas farmacoldgicas que afectan la
actividad de efectores de la ruta. Por ultimo, debido a la escasa produccion de eCBs en
situacion basal, podriamos perder cambios en la concentracidn de los mismos por falta
de sensibilidad en la técnica utilizada. Aunque consideramos esta posibilidad poco
probable porque el método de cuantificacion permitido detectar reducciones en eCB
muy poco abundantes (AEA en machos y hembras), los resultados preliminares de
nuestro experimento de iTRAQ en sinaptosomas mostraron un descenso en proteinas
activadoras de la ruta de sintesis (mGlu;) y un aumento en las enzimas de degradacién
de eCBs (FAAH) que apuntaban a una reduccién en los niveles de estos compuestos, si
bien es verdad que este abordaje no descubrié cambios sindpticos existentes, como el
incremento de Igsf9b. Por lo tanto, métodos que analicen la actividad de las proteinas
de sefializacién del sistema eCB, o determinaciones de los compuestos eCBs tras
tratamientos farmacoldgicos que provoquen un incremento en los mismos, podrian

resolver estas cuestiones en el modelo BNrx1AC.

Los cambios de actividad sindptica pueden llevar a cambios en la expresion génica, por
lo que analizamos el transcriptoma del modelo BNrx1AC. El analisis masivo mostré
algunas alteraciones en la expresion de genes clasificados como falsos positivos, ya
que se debian directa o indirectamente a la inserciéon de los transgenes TRE-HA-
BNrx1AC o CaMKII-tTA. Por otra parte, este abordaje nos permitio identificar genes
regulados por la expresion de la proteina HA-BNrx1AC en el estriado, entre los que
destacd un subgrupo clasificados como IEG. El incremento detectado en los niveles del
MmRNA de Arc, Fos y Nr4al apunta a que la disfuncion de PBNrxn genera una
desregulacion de la actividad sinaptica que modula programas de expresion génica en
el estriado de los ratones BNrx1AC. Numerosos estudios han encontrado defectos en
el balance E/I en pacientes y modelos animales de autismo (Gibson et al., 2008), por lo
gue se ha propuesto una alteracion en la homeostasis de la actividad sindptica como

mecanismo subyacente al TEA (Bourgeron, 2009; Ebert et al., 2013).
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De modo interesante, el aumento de la expresidén de Arc se ha relacionado con TEA de
tipo sindrédmico, sugiriendo una conexién entre formas no sindrémicas y sindrémicas
de autismo. El sindrome X fragil se produce por mutaciones en el gen FMRP (de sus
siglas en inglés Fragile-X mental retardation protein 1), que codifica una proteina
inbidora de la traduccion de Arc. En el Sindrome de Angelman la causa genética mas
establecida son deleciones o mutaciones con pérdida de funcion en UBE3A, que
codifica una ubiquitina ligasa que marca Arc para su degradacién (Sztainberg et al.,
2016). Por ello, mutaciones en FMRP y en UBE3A asocaidas a formas sindrémicas de

autismo resultan en un aumento en los niveles de Arc.

Cabe destacar que hemos analizado el aumento en la expresiéon de IEG Unicamente en
muestras de estriado. Sin embargo, posiblemente la actividad neuronal también esté
desbalanceada en otras regiones cerebrales que expresan el mutante HA-BNrx1AC,
como la corteza. Esta idea concuerda con la existencia de defectos electrofisioldgicos
en neuronas piramidales corticales de los ratones PBNrx1AC, aunque deberd ser

analizado directamente en muestras corticales a diferentes niveles, mRNA y proteina.

4. Diseccidn de circuitos cerebrales implicados en la interaccion social y en el

establecimiento de comportamientos asociados al autismo

Uno de los retos mas importantes en Neurociencias es relacionar una conducta a un
circuito sinaptico concreto. En este sentido, la expresion del transgén en nuestro ratén
modelo BNrx1AC apunta a la corteza y al estriado postnatal como las regiones
cerebrales implicadas en los sintomas relacionados con el autismo. Para profundizar en
la identificacidon de los circuitos sinapticos relacionados en el comportamiento social
realizamos un registro de LFP en regiones de la corteza y el estriado in vivo, mientras
los ratones realizaban el test de sociabilidad en el aparato de 3-chamber. Estos
experimentos se realizaron en ratones control para descubrir patrones de actividad
normal relacionados con la interaccién social y se compararon con el modelo de
autismo BNrx1AC. Este abordaje permitié descubrir patrones de actividad cerebral

especificos de la interaccién social, mediante la comparacion del registro obtenido en
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animales control durante la interaccién social (con un ratdn), que desaparecian en

ratones BNrx1AC.

La firma social mas llamativa fue un incremento especifico en el poder espectral de la
banda de frecuencia delta en PrL y CPu de ratones control. Durante el desarrollo de
estos experimentos se ha publicado un estudio que analiza la actividad de neuronas
individuales durante la interaccion social, evaluada en un aparato similar a un 3-
chamber sin paredes (Lee et al., 2016). Los autores describen que un subgrupo de
neuronas de la corteza prefrontal presenta mayores tasas de descarga durante la
interaccion social (Lee et al., 2016). A pesar de las diferencias en el tipo de técnica
utilizada, los resultados de Lee et al. (2016) podrian estar relacionados con el
incremento de actividad delta en la corteza prefrontal observado durante la
interaccion social en nuestro experimento. Incrementos en la actividad delta se han
asociado al control temporal de ejecuciones en respuesta a estimulos (Donnelly et al.,
2014; Parker et al.,, 2015) y a la coordinaciéon de actividad entre areas corticales
distantes durante la toma de decisiones (Nacher et al.,, 2013). Nuestros resultados

sugieren su implicacién adicional durante la interaccion social.

De modo confirmatorio, el incremento de actividad delta en PrL y CPu no se produjo
en el modelo de autismo BNrx1AC. A diferencia de los ratones control, la actividad
delta en PrL y Cpu de los ratones BNrx1AC se mantuvo al mismo nivel durante las
interacciones con el objeto y con el ratén. Este hallazgo se encuentra asociado con la
falta de interaccion preferencial con el ratdn que presentan los ratones BNrx1AC. Estos
datos indican la importancia de la funcionalidad de BNrxns durante la actividad
neuronal propia del comportamiento social. Debido a la practicamente nula expresién
del dominante negativo HA-BNrx1AC en PrL y a su funcidn presindptica, estos datos
indican que el efecto podria estar mediado por proyecciones neuronales desde otras
areas corticales, como la corteza cingulada o somatosensorial que presentan una
elevada expresion del mutante. Ademds, como ya hemos explicado, las neuronas de
proyeccion de la corteza somatosensorial presentaron una reduccién en la frecuencia
de mEPSCs y mIPSCs, por lo que sus proyecciones estan presumiblemente afectadas
por un desbalance E/I. En esta linea, se ha descrito que el desbalance E/I en la corteza
prefrontal generado mediante estimulacidon optogenética provoca defectos en
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comportamiento social (Yizhar et al., 2011). Por otra parte, el estriado, que presentd
un mayor incremento de actividad delta durante la interaccidn social, si presenta una
elevada expresion del dominante negativo HA-BNrx1AC. Sin embargo, la disfuncién de
BNrxns restringida a neuronas estriatales mediante inyeccién lentiviral del mutante
HA-BNrx1AC no derivd en la presentacion de un fenotipo asociado al autismo en
comportamiento repetitivo o en interaccién social. Este resultado sugiere que la
alteracién de actividad de LFP registrada en CPu podria ser secundaria a la expresion
del mutante HA-BNrx1AC en las proyecciones que inervan el estriado, como las
neuronas piramidales corticales. Esta posibilidad podra ser evaluada en experimentos
futuros mediante la expresién lentiviral del mutante HA-BNrx1AC en regiones
corticales combinada con registros de LFP y comportamiento. En apoyo a esta
estrategia, otros estudios han demostrado que la manipulacién génica mediante
inyeccién viral en regiones concretas puede generar comportamiento asociado al

autismo (Rothwell et al., 2014) e incluso revertirlo (Welch et al., 2007).

Ademas de la inhibicion en el incremento de las ondas delta durante la interaccidn
social, los ratones BNrx1AC mostraron una reduccién en la potencia espectral de las
bandas beta y gamma en todas las areas registradas, asi como una reduccién
generalizada en todas las bandas de frecuencia en S1BF. Se necesitan experimentos
adicionales para saber si estos defectos estan relacionados con las alteraciones
sociales o con otras conductas afectadas en el ratén BNrx1AC, como por ejemplo, el

aumento en el comportamiento repetitivo.

5. Modelo de trabajo

En conjunto, los resultados recogidos en esta Tesis Doctoral contribuyen a la
caracterizacion de la funcion de los circuitos mediados por BNrxnl implicados en la
interaccion social y su disfuncion en enfermedades mentales como el TEA. Los datos

recogidos se podrian resumir en el siguiente modelo de trabajo (Figura 70):

La disfuncién crdnica de BNrxns en circuitos postnatales del prosencéfalo es suficiente
para el desarrollo de un comportamiento asociado al autismo. Los defectos
conductuales se mantienen durante la vida adulta y se pueden revertir completamente
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a cualquier edad cuando se recupera la funcidon normal de BNrxns. La disfuncion de
BNrxns afecta directamente a las sinapsis glutamatérgicas mediadas por NL1 en la
corteza y estriado sin alterar la densidad de espinas dendriticas en dichas estructuras.
Sin embargo, la interaccion del mutante de BNrxnl con NL1 produce una marcada
reduccion en la transmisién excitatoria que puede explicarse por una inhibicion en la
probabilidad de liberacién causada por la ausencia del dominio citoplasmico. De esta
forma, el descenso de la excitacién de las neuronas piramidales sobre las
interneuronas corticales puede provocar una desinhibicién que podria explicar el
descenso de la actividad gamma y el aumento en la expresion de IEG. La expresion del
mutante de BNrxnl en el estriado no es suficiente para recapitular los defectos
conductuales asociados a autismo, sugiriendo la participacion de estructuras

cerebrales jerdrquicamente superiores.
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Figura 70. Modelo de trabajo. Se indican las principales alteraciones detectadas en las
diferentes estructuras cerebrales en el modelo de autismo BNrx1AC. Por simplificacion no se
representan todos los tipos neuronales. Verde- neuronas piramidales corticales; naranja-
ejemplo de interneurona cortical; rojo- MSN; amarillo- simboliza el patron de LFP alterado en

PrL  (situada en coordenadas anteriores al corte mostrado) y  CPu.
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Vil. CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en esta Tesis Doctoral permiten extraer las siguientes

conclusiones:

1- El mutante HA-BNrx1AC, que carece del dominio citoplasmico de BNrxn1, se expresa
en el ratén BNrx1AC en neuronas principales de la corteza y estriado a partir de la
tercera semana postnatal. La localizaciéon del mutante HA-BNrx1AC es mayoritaria en

fracciones presinapticas.

2- La expresion del mutante HA-BNrx1AC produce una reduccién en la frecuencia de
MEPSCs sobre las neuronas piramidales corticales sin reducir el numero de sinapsis

excitatorias ni generar cambios en la composicion general de la sinapsis.

3- Entre los diferentes ligandos postinapticos, el mutante HA-BNrx1AC se asocia a NL1

en corteza y estriado.

4- La expresion del mutante HA-BNrx1AC provoca la aparicién de un fenotipo asociado
al autismo caracterizado por un incremento en comportamiento repetitivo y defectos
en la interaccion social y en la comunicacidn social que se mantiene durante toda la

etapa adulta.

5- La inhibicidén de la expresidon del mutante de BNrxnl es suficiente para revertir los
defectos de comportamiento, incluso en ratones de edad avanzada, indicando que la

disfuncién continua de BNrxn1l es responsable del fenotipo asociado al autismo.

6- La expresion de genes dependientes de actividad podria participar en la

desregulacion sindptica ocasionada por la disfunciéon de BNrxn1.

7- La interaccidén social incrementa la actividad de las ondas delta en la corteza
prefrontal y el estriado, pero no en la corteza somatosensorial. Este incremento en las

ondas delta se inhibe en los ratones BNrx1AC.

8- La pérdida de actividad de la banda de frecuencia gamma en ratones BNrx1AC

sugiere une desinhibicién local de los circuitos cortico-estriatales.
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9- La disfuncidn de BNrxnl dirigida a neuronas del estriado no recapitula los defectos
de comportamiento asociados al autismo del raton BNrx1AC, apuntando a circuitos

corticales como responsables del fenotipo.
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IX. Anexos

1. Analisis protedomico de sinaptosomas mediante iTRAQ

Anexo 1.1. Proteinas con mayores cambios de expresidn en sinaptosomas de

ratones BNrx1AC

Incremento

Accession Description SCORE Coverage Ratio

Tubulin alpha chain-like 3 0S=Mus musculus GN=Tubal3 PE=2

Q3UX10 o\ [TBAL3_MOUSE]

4,45 76,01% 2,19

116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component

A2AH8S 0S=Mus musculus GN=Eftud2 PE=4 SV=1 - [A2AH85_MOUSE]

1,64 76,23% 1,72

Claudin-11 0S=Mus musculus GN=Cldn11 PE=1 SV=1 -
60771 15,83 28,029 1,57
Q [CLD11_MOUSE] ! 02% !

Sarcolemmal membrane-associated protein OS=Mus musculus

Q3URD3 GN=SImap PE=1 SV=2 - [SLMAP_MOUSE] 1,76 87,10% 1,51
P60202 gc/ttezlii\[;')\;c\)(’;eR()_I:\;;IigSSr:;ein 0S=Mus musculus GN=Plp1 PE=1 2164 47.65% 147
Q8BHC1 E:i-zresl\a/ield_p{);(ét;;gljﬁ/lbc;iii]O&Mus musculus GN=Rab39b 5104 7934% 141
Q3TTYS gtle\lrjzrrl,ztggi1IIsc\y//:cis_kﬁl(;tzaEl_ZMegljgéTaI 0S=Mus musculus 384  90,05% 135
Q91Y97 E;Licltc;i/ez-;)l_s?:f;poga_t&glt:ljz:za]se B 0S=Mus musculus GN=Aldob 319 72.25% 134
QIRONS ?Sy;\_?sp_t'(\)/'lc(a)gurg:zr]S 0S=Mus musculus GN=Syt5 PE=1 SV=1 - 3980 68,91% 133
s s s g 955 %070%_ 132
Q61735 Il;(:liosc\y//:ez s:u[rcfgiii:;:)gSQEC]DM 0S=Mus musculus GN=Cd47 196  49,50% 1,30
P16330 2',3'"-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 0S=Mus musculus 8881 80,24% 1,29

GN=Cnp PE=1 SV=3 - [CN37_MOUSE]

Calmodulin 0S=Mus musculus GN=Calm1 PE=2 SV=1 - o
Q3UKwW2 [Q3UKW2_MOUSE] 14,51 100,00% 1,28

Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1 (Fragment)

E9PWP6 . 46,96 85,069 1,28
0S=Mus musculus GN=Rims1 PE=4 SV=3 - [E9PWP6_MOUSE] %
Rho GTPase-activating protein 35 OS=Mus musculus o
Q31Ym2 GN=Arhgap35 PE=1 SV=3 - [RHG35_MOUSE] 2,24 7879% 1,27
D3YTUO Vesicle-associated membrane protein 1 0S=Mus musculus 1,80 94,74% 1,26

GN=Vamp1 PE=4 SV=1 - [D3YTUO_MOUSE]

Complement component 1 Q subcomponent-binding protein,
035658  mitochondrial 0S=Mus musculus GN=C1gbp PE=1 SV=1 - 62,16 84,89% 1,26
[C1QBP_MOUSE]

Fructose-bisphosphate aldolase OS=Mus musculus

AbZI46 GN=Aldoartl PE=2 SV=1 - [A6ZI46_MOUSE]

86,80 84,01% 1,25

Q80UW2 F-box only protein 2 0S=Mus musculus GN=Fbxo2 PE=1SV=1- 4,08 62,96% 1,25
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[FBX2_MOUSE]
G s o e 1
etz e ooy 12 600 125
P03995 S\I/lilf_lt)[glfl:aArg_a;\;gESr;r]ote|n 0S=Mus musculus GN=Gfap PE=1 166 96,98% 1,25
Q90753 :\r/c;tlel_n[;En&l:;iﬁﬂngﬂgs]O&Mus musculus GN=Numb PE=1 175 59.26% 1,24
Q91XFO E\érzlS:ﬂ:i—?[;p'\t\;;iﬁéeuzﬁ]dase 0S=Mus musculus GN=Pnpo 279 79.31% 124
B0 e a1 mave 1
PAGA2S Sllztit;tsici);? [Sétsr?:;f_el\;laézgé 0S=Mus musculus GN=Gstp2 4336 79,52% 123
IS e ies ot g 452 S155% 13
ASDUKA I[?a:;aD-SI;:)_lr':A%SU:SI\éI]us musculus GN=Hbbt1 PE=3 SV=1 - 1112 8912% 123
P50114 [P;f(t)glg_i;g(tSBE(])S=Mus musculus GN=S100b PE=2 SV=2 - 564 97,83% 123
QOIIV2 [P;:gI;;;ZMOSL:JI;/IIEL]Js musculus GN=Pfn2 PE=1 SV=3 - 1675 80,00% 122
Q63810 E;Izt:inse\l/tr;n_s[uct;u&étlB_;/\l/gESlE(])S=Mus musculus GN=Ppp3rl 2929  77,06% 122
e e T

Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
P50544 mitochondrial 0S=Mus musculus GN=Acadvl PE=1 SV=3 - 4,95 94,21% 1,21

[ACADV_MOUSE]

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(0) subunit
Q9CXP8  gamma-10 0S=Mus musculus GN=Gng10 PE=3 SV=1 - 7,62 70,59% 1,21

[GBG10_MOUSE]
Q90858 e GN-Dhh g SV-1 - HOH, MOUSE] 554 e7% 121
QS8 0. s museulus GNoNGufb PE-1 SV-d - (NDUBS, MOUSE) >*1  S05% 121
B8QI34 I[_épércl;;jﬁ:/?ozu(g;:Mus musculus GN=Ppfia2 PE=2 SV=1 - 9,59 86,48% 121
008914 ;s/t;c}/-?E:;dA;:ﬂllciwagldjchI]ase 1 0S=Mus musculus GN=Faah PE=2 3,80 60.97% 121
G ey e o
A b g 215 ok 11
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Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial 0S=Mus

P52825 cculus GN=Cpt2 PE=1 SV=2 - [CPT2_MOUSE]

5,82 78,42% 1,21

Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of
Q9D2G2  2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial 41,86 66,52% 1,21
0S=Mus musculus GN=DIst PE=1 SV=1 - [ODO2_MOUSE]

Proteasome subunit beta type-2 0S=Mus musculus GN=Psmb?2

0,
Q9R1P3 PE=1 SV=1 - [PSB2_MOUSE] 5,10 93,53% 1,20
Proteasome subunit alpha type-4 OS=Mus musculus o
Q3R1PO GN=Psma4 PE=1 SV=1 - [PSA4_MOUSE] 1,82 84,67% 1,20
Descenso
Accession Description SCORE Coverage Ratio
Alpha-enolase 0S=Mus musculus GN=Enol PE=2 SV=1 -
PHC1 182 ? 4
Q6PHC [Q6PHC1_MOUSE] 82,98 80,33% 0,3
Q9IKSS Intracellular hyaluronan-binding protein 4 0S=Mus musculus 278 80.78% 0,52

GN=Habp4 PE=1 SV=2 - [HABP4_MOUSE]

Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase
D3Z3N9  adapter 2 0S=Mus musculus GN=Nyap2 PE=1 SV=1 - 2,01 80,94% 0,60
[D3Z3N9_MOUSE]

Glutamate receptor ionotropic, delta-2 0S=Mus musculus

()
Q61625 GN=Grid2 PE=1 SV=1 - [GRID2_MOUSE] 2,12 65.24% 0,61
Arpin OS=Mus musculus GN=Arpin PE=1 SV=1 - o
Q9DO0A3 [ARPIN_MOUSE] 2,02 58,41% 0,63
P61961 Ubiquitin-fold modifier 1 0S=Mus musculus GN=Ufm1 PE=1 229 92.94% 0,64

SV=1 - [UFM1_MOUSE]

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 0S=Mus musculus o
PEO764 " GN=Rac3 PE=15V=1 - [RAC3_MOUSE] 218 57.,29% 0,66

Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 0S=Mus musculus

ZAYIR7 GN=Sorbs2 PE=1 SV=1 - [Z4YJR7_MOUSE] °1,51  83,97% 0,66
F6ZIAA E/Ilzyzell|2Vb=a15[C[Eggfiﬁ_a\;gir:;nt) 0S=Mus musculus GN=Mbp 101,95 100,00% 0,67
AT s s . bms wouse) 5 7935% 08
e ey ooty e o
e e ven ot W o 3 s o
Q7TQHO ?At_?;?ij\l/:léeur;;c])tein 0S=Mus musculus GN=Atxn2| PE=1 SV=1 - 316 56.24% 0,72
QaV1Q3 ?\c}z;\fl?éz\(;?%zsie“;\épj;fs:Mus musculus GN=Adcy2 PE=2 2,92 66.30% 073
Q6GSS7 ;I\;ichTHHZZ'A‘AZt;/f&SLASEf:MUS musculus GN=Hist2h2aal PE=1 6,65 9231% 073
035350 (Sl\a;lzplal_n[—clAcl\?;silly\//lthLSJE]unlt 0S=Mus musculus GN=Capn1 PE=1 4,45 69.42% 0,74
Q8VDM4 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 0S=Mus 17,06 83,70% 0,74
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musculus GN=Psmd2 PE=1 SV=1 - [PSMD2_MOUSE]
st s oo s s o7
Q8BQUE S:ff:gféo_n[ﬁigzpéi?;fm 0S=Mus musculus GN=Gjc2 252 7341% 0,74
s e

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit,
088696  mitochondrial 0S=Mus musculus GN=Clpp PE=1 SV=1 - 2,12 74,26% 0,76

[CLPP_MOUSE]
T o vy oo woose 21 s6ave 076
P35980 g\(}i;bﬁfln;il'\;)go&;r} L18 OS=Mus musculus GN=Rpl18 PE=2 16,06 80,32% 0,76
E9PV26 [PErg;i:/i;(iP_rl\rng(J)ssEiMus musculus GN=Prr36 PE=1 SV=1 - 1600 4217% 0,76
Q60575 E{;m=e;[n£|!rFigi?\;zr&SKéqlB 0S=Mus musculus GN=Kiflb PE=1 368 7753% 0,77
Q9C744 [\ll\lssti_llcc_ol\Tétlj)SrEp])47 0S=Mus musculus GN=Nsfl1c PE=1 SV=1 - 168 84.05% 0,77
A2AIAG E:i)zpsf:/ozlTs{fgﬂ:;j;o_s&kgazzfe C 0S=Mus musculus GN=Plcgl 5,05 69.15% 0,78
E9Q4KO ,I';\E’::—Sb\llr:il??Elggllig)_t'(\e/:géSOE?:Mus musculus GN=Ablim2 3564 9066% 0,78
E9QKHS ;Z:gtgrlli:;_e'\lzgﬁsi?Mus musculus GN=Ctnnd2 PE=1 SV=1 - 111,73 75.84% 0,78
Q9QXTO :\r/itlel_n[é’a\lr;)?(g\i:ﬂoomoslg]g 2 0S=Mus musculus GN=Cnpy2 PE=1 334 90,66% 0,79
P31001 FDeEsgwl\;lrll\O/ngLl}/lsté? musculus GN=Des PE=1 SV=3 - 167 9531% 0,79
e e T T
Q8R5MS E\E;E;Si?gzlg&io'\l:éﬂgs] 0S=Mus musculus GN=Cadm1 PE=1 8,70 62.72% 0,79
Q9QVP9 EEcitlelsr:;iyzr?s[LTKI;TSASSS;Tta 0S=Mus musculus GN=Ptk2b 1769 86,03% 0,79
Q91V92 [A'A"I':Si_t':j’(c;eussy:]thase 0S=Mus musculus GN=Acly PE=1 SV=1 - 6156 74,98% 0,79
e e T W
QOVES2 Elcopplilr;—jMogzl\s/lElis musculus GN=Cpne7 PE=2 SV=1 - 163 7953% 0,79
G3UW70 l[\ggﬁz\;;(l)j\(jézl\s/ls]s musculus GN=Lamtor5 PE=4 SV=1 - 1723 93,10% 0,79

Tabla 14. Listado de proteinas con 0.8 > ratio > 1.2 en sinaptosomas de ratones BNrx1AC. En

las columnas se indica el cédigo UniProtKB de la proteina (accession), el nombre completo de
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la proteina, gen que la codifica y especie de referencia (description), el SCORE asignado segun
la calidad de deteccidon en el experimento, el porcentaje de la secuencia cubierta por los
péptidos detectados (coverage) y el ratio de expresion obtenido. Las proteinas estan separadas
entre las que presentan un ratio >1.2 (parte superior de la tabla, encabezado sombreado en
verde) y un ratio <0.8 (parte inferior de la tabla, encabezado sombreado en rojo) y ordenadas

de mayor a menor cambio segln estos ratios.

Anexo 1.2. Enriquecimiento en rutas KEGG en el experimento de iTRAQ en

sinaptosomas

KEGG PATHWAYS
L observed
#pathway ID pathway description T fdr

4724 Glutamatergic synapse 8 6.04e-06
4723 Retrograde endocannabinoid signaling 7 2.97e-05
1120 Microbial metabolism in diverse environments 7 0.000592
4020 Calcium signaling pathway 7 0.000601
4727 GABAergic synapse 5 0.00177
4713 Circadian entrainment 5 0.00193
1200 Carbon metabolism 5 0.00323
1100 Metabolic pathways 15 0.00382
4720 Long-term potentiation 4 0.00382
4670 Leukocyte transendothelial migration 5 0.00405
4015 Rap1l signaling pathway 6 0.00578
1230 Biosynthesis of amino acids 4 0.0058

20 Citrate cycle (TCA cycle) 3 0.00604
4540 Gap junction 4 0.00774
4912 GnRH signaling pathway 4 0.00774
4921 Oxytocin signaling pathway 5 0.00774
4022 cGMP-PKG signaling pathway 5 0.00916
4915 Estrogen signaling pathway 4 0.00916
5010 Alzheimer s disease 5 0.00916
3050 Proteasome 3 0.0104

71 Fatty acid degradation 3 0.0113
1212 Fatty acid metabolism 3 0.0141
4725 Cholinergic synapse 4 0.0141
4650 Natural killer cell mediated cytotoxicity 4 0.0144
4728 Dopaminergic synapse 4 0.0194
4360 Axon guidance 4 0.0196
4370 VEGF signaling pathway 3 0.0196
4730 Long-term depression 3 0.0196
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10 Glycolysis / Gluconeogenesis 3 0.0201
5031 Amphetamine addiction 3 0.0201
4261 Adrenergic signaling in cardiomyocytes 4 0.0242
5034 Alcoholism 4 0.0242
4971 Gastric acid secretion 3 0.0258
4070 Phosphatidylinositol signaling system 3 0.034
4911 Insulin secretion 3 0.0407
5414 Dilated cardiomyopathy 3 0.045
4062 Chemokine signaling pathway 4 0.0457
5032 Morphine addiction 3 0.0457

30 Pentose phosphate pathway 2 0.0489

Tabla 15. Rutas KEGG enriquecidas en las proteinas con 0.8 > ratio > 1.2 en el experimento

iTRAQ. Las columnas indican el identificador de la ruta (#pathway ID), la descripcion de la ruta

(description), el nimero de proteinas con 0.8 > ratio > 1.2 asociadas a esa ruta (observed gene

count) y la significancia estadistica del enriquecimiento en cada ruta.

200




Anexo 1.3. Proteinas asociadas a algunas de las rutas mas enriquecidas en el experimento de iTRAQ en sinaptosomas

Anexos

— .| Glutamatergic Retrograt{e , C"alc:u'm GABAergic
Description Ratio endocannabinoid signaling
synapse . . synapse
signaling pathway

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 0S=Mus musculus GN=Gnai2 PE=1 SV=5 - . . .

1,32 2 2 - 2
[GNAI2_ MOUSE] ,3 Gnai Gnai Gnai
Calmodulin 0S=Mus musculus GN=Calm1 PE=2 SV=1 - [Q3UKW2_MOUSE] 1,28 - - Calmi -
Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1 (Fragment) OS=Mus musculus GN=Rims1 PE=4 1928 i Rims1 i )
SV=3 - [E9PWP6_MOUSE] ¢
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3 (Fragment) OS=Mus musculus GN=Shank3 PE=4 123 Shank3 i i )
SV=4 - [E9Q1P5_MOUSE] !
Calcineurin subunit B type 1 OS=Mus musculus GN=Ppp3rl PE=1 SV=3 - [CANB1_MOUSE] 1,22 Ppp3rl - Ppp3rl -
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-10 0S=Mus musculus GN=Gng10
PE=3 SV=1 - [GBG10_MOUSE] 121 Gngl0 Gngl10 Gngl10
Fatty-acid amide hydrolase 1 0S=Mus musculus GN=Faah PE=2 SV=1 - [FAAH1_MOUSE] 1,21 - Faah - -
Adenylate cyclase type 2 0S=Mus musculus GN=Adcy2 PE=2 SV=1 - [Q3V1Q3_MOUSE] 0,73 Adcy2 Adcy2 Adcy2 Adcy2
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 3 0S=Mus musculus GN=SIc38a3 PE=2 SV=1 -

0,73 Slc38a3 - - Slc38a3
[S38A3_MOUSE] g csea csea
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1C OS=Mus musculus GN=Cacnalc PE=3
SV=2 - [F7C376_MOUSE] 0,78 Cacnalc Cacnalc Cacnalc Cacnalc
Phosphoinositide phospholipase C 0S=Mus musculus GN=Plcgl PE=4 SV=1 - [A2A4A6_MOUSE] 0,78 - - Plcgl -
Protein-tyrosine kinase 2-beta OS=Mus musculus GN=Ptk2b PE=1 SV=2 - [FAK2_MOUSE] 0,79 - - Ptk2b -
Metabotropic glutamate receptor 1 0S=Mus musculus GN=Grm1 PE=1 SV=2 - [GRM1_MOUSE] 0,80 Grm1l Grm1l Grm1l -
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Tabla 16. Listado de proteinas asociadas a algunas de las rutas KEGG mas enriquecidas en el
experimento iTRAQ. Se indica en columnas independientes el nombre completo de la proteina,
gen que la codifica y especie de referencia (description), el ratio obtenido en el experimento de
iTRAQ y la presencia de las proteinas en las rutas KEGG indicadas. En las columnas de las rutas
KEGG se ha introducido el nombre de los genes asociados con la ruta. En verde se sombrean
las proteinas incrementadas en las muestras BNrx1AC con ratio>1.2 y en rojo las que

descienden con ratio <0.8; ambos rangos estdn ordenados de mayor a menor cambio en el

ratio.
2. Ontologia génica de los genes con expresion alterada en el
array
Anexo 2. Ontologia génica de los genes que superan el umbral 0.8 > FC >
1.20 en el array
BIOLOGICAL PROCESS
observed
#pathway ID | pathway description gene fdr
count

G0.0034765 | regulation of ion transmembrane transport 16 0.000428
G0.0043269 |regulation of ion transport 20 0.000428
G0.0050433 |regulation of catecholamine secretion 6 0.00217
G0.0032409 |regulation of transporter activity 10 0.00621
G0.0007268 | synaptic transmission 13 0.00995
G0.0032412 |regulation of ion transmembrane transporter activity |9 0.0147
G0.1900449 |regulation of glutamate receptor signaling pathway 5 0.0147
G0.0048148 |behavioral response to cocaine 4 0.0162
G0.0043270 |positive regulation of ion transport 10 0.0166
G0.0007267 |cell-cell signaling 16 0.0182
G0.0007218 | neuropeptide signaling pathway 7 0.0216
G0.0007186 | G-protein coupled receptor signaling pathway 19 0.036
G0.0051924 |regulation of calcium ion transport 9 0.036
G0.0017157 |regulation of exocytosis 8 0.0419

MOLECULAR FUNCTION
G0.0004930 | G-protein coupled receptor activity 19 0.00113
G0.0004888 |transmembrane signaling receptor activity 22 0.00661
G0.0038023 |signaling receptor activity 22 0.0176
G0.0004872 |receptor activity 23 0.0314

CELLULAR COMPONENT
G0.0005887 |integral component of plasma membrane 23 0.0041
G0.0031226 |intrinsic component of plasma membrane 24 0.0041
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G0.0034702 |ion channel complex 11 0.00418
G0.0005886 |plasma membrane 57 0.00459
G0.0071944 | cell periphery 57 0.00521
G0.0044459 | plasma membrane part 33 0.015
G0.0044446 |intracellular organelle part 40 0.0196
G0.0042383 |sarcolemma 4 0.0205
G0.0005759 | mitochondrial matrix 6 0.0224
G0.0030016 | myofibril 5 0.0224
G0.0044429 | mitochondrial part 10 0.0229
G0.0044430 |cytoskeletal part 13 0.025
G0.0098797 |plasma membrane protein complex 7 0.031
G0.0031966 | mitochondrial membrane 8 0.0312
G0.0005912 |adherens junction 7 0.0404
G0.0098796 | membrane protein complex 10 0.0482

Tabla 17. Enriguecimiento de categorias GO en el array. Genes. De los 480 transcritos cuyo

cambio supera el umbral de 0.8 > FC > 1.20 con p-value < 0.05, sélo 210 poseen una categoria

GO asociada. Los términos GO se agrupan en procesos bioldgicos, funciones moleculares y

componentes celulares. Las columnas indican el identificador del término GO (#pathway ID), la

descripcion del término (description), el nUmero de proteinas con 0.8 > ratio > 1.2 asociadas a

ese término (observed gene count) y la significancia estadistica del enriquecimiento de genes

agrupados en ese término.

3. Secuencias Sanger de la insercion del transgén TRE-HA-BNrx1AC

Anexo 3.1. Secuencia de la insercion del extremo 5’ del transgén TRE-HA-

BNrx1AC en el genoma de ratén

Oligonucledtidos utilizados:

- Sentido: 5’ - GCCAGGATTTCAACCTATTGTAGTGA - 3’

- Antisentido: 5’ - CATCTGGGAAGTGCCATGGT - 3’

Leyenda:

L_intréon 1 de Jam3
B TRE-HA-BNrx1AC
__fragmento del promotor de Jam3

negrita: secuencia de hibridacion de los oligonucledtidos
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CAGCCTGCTTGGACCCTGCGACCCGCCTCCAGTTTCCATA

Anexo 3.2. Secuencia de la insercion del extremo 3’ del transgén TRE-HA-

BNrx1AC en el genoma de ratén

Oligonucledtidos utilizados:

- Sentido: 5’ - ATCATCGTCCTTTCCTTGGCT - 3’

- Antisentido: 5’ - CCTCCCTCCCAGACACGCTT - 3’

Leyenda:

TRE-HA-BNrx1AC

Fragmento invertido de TRE-HA-BNrx1AC
intrén 1 de Jam3

exon 1 de Jam3

___ promotor de Jam3

TGCGCCCAGCCTGCTTGGACCCTGCGACCCGCCTCCAGTTTCCATAGCGACCACGCGGCCTCGGCCG
AGCCGGCA
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4. Abreviaturas

2-AG: 2-araquidonil glicerol

AEA: Araquidonoil etanolamina

AS4-: carencia del inserto en el sitio de splicing 4

AS4: sitio de splicing alternativo 4 de neurexinas

AS4+: inclusion del inserto en el sitio de splicing 4

ASD: siglas en inglés del TEA (Autism Spectrum Disorders)

BSA: Albumina de suero bovino

CaMKIl: Proteina quinasa dependiente de calcio y calmodulina tipo I
CaMKII-tTA: Transgén. Transactivador de la transcripcion bajo el promotor CaMKII
Cblns: cerebelinas

CNVs: del inglés Copy Number Variants

CPu: Caudado putamen o estriado dorsal

DAB: Diaminobencidina

Dox: Doxiciclina

E/I: balance excitacidon/inhibicién

eCB: endocannabinoide

GABA: acrénimo del inglés gamma-aminobutyric acid

GABAAR: receptor ionotrépico de GABA

GABABR: Receptor metabotrépico de GABA

HA-BNrx1AC: Proteina mutante de BNrxnl truncada en el dominio citopldsmico y
etiquetada con HA
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IEG: genes de expresion inmediata temprana. Acréonimo del inglés Immediate-early-

gene

iTRAQ: Isobaric tags for relative and absolute quantitation

KO: knockout

LFP: Potencial de campo local. Acronimo del inglés Local Field Potential.
LNS: Acrénimo del inglés laminin-neurexin-sex hormone binding globulin
LRRTMs: Leucine-rich-repeat transmembrane neuronal

mMEPSCs: Corrientes postsinapticas excitatorias en miniatura

mIPSCs: Corrientes postsindpticas inhibitorias en miniatura

MSNs: Acronimo del inglés Medium Spiny Neurons

NAc: Nucleo accumbens o estriado ventral

NL: Neuroliguina

NL1 +B: Neuroliguina conteniendo el inserto de splicing alternativo B
NMDAR: Receptor de glutamato ionotrépico tipo NMDA

Nrxn: Neurexina

PrL: Corteza medial prefrontal prelimbica

PSD-95: de las siglas en inglés postsynaptic density-95

S1BF: corteza somatosensorial primaria Barrel

SEM: error estandar de la media

SHIRPA: SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College and Royal London Hospital

phenotype assessment

STR: Estriado

187



Anexos

TEA: Trastornos del Espectro Autista

TKO: Triple knockout

TRE-HA-BNrx1AC

aNrxn: alfa-neurexina

BNrx1AC: ratén doble transgénico TRE-HA-BNrx1AC;CaMKII-tTA
BNrxn1 AS4-

BNrxnl AS4+

BNrxn: beta-neurexina
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