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RESUMEN






La neuropatia diabética (ND) es una de las complicaciones a largo plazo
mas comunes que presentan los pacientes con diabetes mellitus (DM), se
estima una prevalencia de un 60% del total de los pacientes. Fenotipicamente
los pacientes presentan como sintomas mas significativos un deterioro de la
funcién nerviosa con disfuncion sensorial y dolor en las extremidades. Los
mecanismos patoldgicos, que llevan al desarrollo de la complicacion pueden
ser multiples y no estan claros por lo que que no existe un tratamiento unico y
satisfactorio. ElI descubrimiento de un tratamiento eficaz requiere una mayor
comprension de las causas que desencadenan la complicacién, entre ellas qué
tipo celular esta primariamente afectado, lo que permitiria tratar la enfermedad
en las primeras etapas de la complicacién, a diferencia del tratamiento actual

que se realiza cuando la sintomatologia esta bien establecida.

El sistema nervioso periférico (SNP) contiene principalmente dos tipos
celulares: neuronas y células de la glia, concretamente las células de Schwann
(SC) que son las responsables de la produccion de las proteinas de la mielina
en SNP.

En la primera parte de este trabajo nos centramos en la caracterizacion
molecular de los efectos de la concentracion de glucosa sobre las SC in vitro,
en cultivos establecidos y primarios y también en cocultivos de SC y neuronas
sensoriales primarias. Mas tarde se realizaron estudios in vivo en muestras de
nervios ciaticos de tres modelos animales diferentes, ratones ICR adultos y
jévenes (18 dias postnatales) a los que se les indujo la diabetes experimental
mediante inyeccion de estreptozotocina (STZ) y también en ratones NOD,
modelo de diabetes tipo | que desarrolla la enfermedad espontaneamente. En
el estudio se analizaron tanto las proteinas de la mielina como los principales
factores de transcripcion implicados en mielinizacion, demostrandose
alteraciones en la expresion de estas proteinas desde los primeros dias de

hiperglucemia.

En la segunda parte de esta tesis, se estudiaron los cambios inducidos
por la hiperglucemia en la expresion de NRG1typelll, un factor esencial para la

mielinizacion en sistema nervioso periférico. Se realizaron estudios in vitro con



neuronas sensoriales primarias purificadas o en cocultivo con SC y cultivos
primarios de neuronas motoras, cultivadas en diferentes concentraciones de
glucosa. In vivo se analizaron muestras de ganglios de la raiz dorsal y de
médula espinal de los tres modelos animales que hemos comentado
anteriormente. En todos los casos se demostr6 una disminucion de la
expresion de NRG1typelll y de su via de sefalizacion desde los primeros dias

de hiperglucemia.

En la parte final de este trabajo, y como prueba de concepto, se
administraron vectores virales con el factor promielinizante NRG1typelll en un
modelo de neuropatia diabética donde los estudios, tanto a nivel molecular
como electrofisiologicos y morfolégicos, demostraron una mejora significativa
comparandolos con animales diabéticos no tratatados o tratados con vectores
virales irrelevantes, por lo que pareceria que el tipo celular primariamente
afectado en la ND son las neuronas del SNP, ya desde los primeros dias de

hiperglucemia.

Hasta la actualidad no existe un tratamiento 6ptimo para la neuropatia
diabética. Nuestros resultados sugieren que los mecanismos moleculares que
desencadenan esta complicacién de la diabetes aparecen ya desde los
primeros dias de hiperglucemia, y que un tratamiento alternativo para esta
complicacion podria basarse en estrategias de terapia génica con vectores

virales.
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1. SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso (SN) humano estd formado por dos partes
principales: el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso periférico
(SNP). EI SNC a su vez se compone de encéfalo (cerebro, cerebelo y tronco
del encéfalo) y médula espinal. Las dos regiones estan protegidas por
meninges y hueso, craneo y columna vertebral respectivamente. El SNP esta
formado por nervios (craneales, espinales y autébnomos), por ganglios que son
acumulos de neuronas (espinales o vegetativos) y por terminaciones nerviosas.

Este en cambio, no esta englobado dentro de ninguna estructura 6sea.

El SN esta constituido por un unico tipo de tejido, el tejido nervioso y
este presenta a su vez dos tipos celulares, las neuronas y las células gliales.
Las neuronas son células excitables cuya funcion es captar y transmitir los
impulsos nerviosos dentro del SN y las células de la glia cuyas principales
funciones son: 1) Soporte mecanico, 2) Funcion tréfica: controlan los niveles
extracelulares de metabolitos ya que si se modificaran estos niveles las
neuronas perecerian facilmente, 3) Aislamiento y proteccion de las neuronas,
4) Sintesis de la vaina de mielina que recubre los axones. Aunque siempre se
habia postulado que sdlo las neuronas eran excitables y que estas células no
estaban implicadas en la sefializacion de los impulsos nerviosos, cada vez hay
mas evidencias que posiblemente las células gliales también tengan algun
papel en la transmisién de éstos (D'Antoni et al., 2008; Yang et al., 2008;
Gomez-Gonzalo et al., 2010; Kimelberg, 2010).

1.1. SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO (SNP)

En el SNP hay dos tipos de neuronas, las células nerviosas motoras y
las sensoriales, las primeras llamadas también neuronas eferentes, transmiten
la informacion desde el SNC al resto del cuerpo (6rganos, musculos y
glandulas), las sensoriales o aferentes responden a todo tipo de estimulos
recibidos (externos o de organos internos) de diferentes partes del organismo y

transmiten la informacién a SNC.



El SNP motor a su vez de divide en dos, el sistema nervioso somatico
que controla el musculo esquelético y los 6rganos sensoriales externos y el

sistema nervioso auténomo que se divide en simpatico y parasimpatico.

El sistema nervioso somatico esta formado por neuronas sensoriales
que llevan informacion desde los receptores sensoriales hasta el SNC y por
motoras que conducen los impulsos nerviosos a los musculos esqueléticos
para permitir los movimientos. En concreto, el SN somatico abarca todas las
estructuras del SNC y SNP encargadas de conducir informacion aferente del
control motor al musculo esquelético. La via de entrada, por donde recibe la
informacion y que esta relacionada con la temperatura, dolor, tacto, presion, los
sentidos especiales (visidon, audicidon, gusto y olfato) y la propiocepcion que
corresponde a la informacion que se recoge a partir de los musculos y de los
tendones. Con toda esa informacion, se propicia una repuesta motora
voluntaria que se corresponde con la contraccion del musculo esquelético que

corresponda.

El SN somatico esta compuesto por nervios espinales y craneales. Los
primeros son los que envian informacién sensorial del tronco y las
extremidades hacia el SNC a través de la médula espinal. También envian
informacion de la posicién y el estado de la musculatura y las articulaciones del
tronco y reciben érdenes motoras desde la médula espinal para el control de la
musculatura esquelética. Los nervios craneales son los que envian informacion
sensorial procedente del cuello y la cabeza hacia el sistema nervioso central y
reciben drdenes motoras para el control de la musculatura esquelética de esta
parte. Hay 12 pares de nervios que son: olfatorio, éptico, motor ocular comun,
patético, trigémino, abducens, facial, auditivo, glosofaringeo, neumogastrico,

espinal e hipogloso.

La division del SN auténomo simpatico, se origina con las neuronas
que tienen su soma en la zona toracica y en los segmentos supralumbares de
la médula espinal, en la division del SN auténomo parasimpatico el origen de

las neuronas esta en el tronco del encéfalo y en los segmentos sacros de la



meédula espinal, por eso estas divisiones también reciben el nombre de division

toracicolumbar y division craniosacral respectivamente.

Las diferencias en los neurotransmisores, en los efectos fisioldgicos y en
la anatomia nos dan las diferencias en la funciéon del SN auténomo simpatico y
parasimpatico. La acetilcolina es el neurotransmisor preganglionar de ambas
divisiones del SN auténomo y también de las neuronas posganglionares del SN
autonémo parasimpatico, mientras que es la noradrenalina el neurotransmisor
de las neuronas simpaticas posganglionares. Ademas en SN auténomo

simpatico pueden actuar como neurotransmisores la adrenalina y la dopamina.

De hecho, generalmente SN auténomo simpatico y parasimpatico estan
inervando los mismos 6rganos pero producen efectos opuestos y es el
equilibrio en las dos actividades lo que mantiene la estabilidad interna. Asi por
ejemplo, el SN auténomo simpatico estimula el corazén aumentando la
frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion mientras que el SN autonomo
parasimpatico lo inhibe disminuyendo la frecuencia cardiaca. En el tracto
gastrointestinal, el SN auténomo simpatico inhibe la motilidad y es estimulada
por el SN autdbnomo parasimpatico. Se podria decir que el SN autbnomo
simpatico tiene como funcion global preparar al organismo para una
emergencia y las actividades del SN autonomo parasimpatico estan dirigidas a

conservar y restablecer la energia del organismo

En las neuronas se pueden distinguir tres zonas bien diferenciadas, la
zona receptora, donde se reciben los impulsos nerviosos, constituida por soma
y dendritas; la zona conductora formada por un axén unico por cada célula
nerviosa; y una zona efectora constituida por los terminales axénicos que se

encargan de la transmision del sefial nervioso a la célula diana.

Los axones de las neuronas se agrupan en haces nerviosos que reciben
el nombre de tractos nerviosos en SNC y nervios periféricos en SNP. Los
nervios periféricos son los nervios craneales y espinales, pueden contener
axones eferentes (de SNC a SNP) o axones aferentes (de SNP a SNC). Los

axones a su vez pueden estar mielinizados o no y limitados por vainas de tejido



conectivo que permiten el soporte de las fibras nerviosas y también de sus

vasos sanguineos vy linfaticos.

En la especie humana hay 31 pares de nervios espinales (8 nervios
cervicales, 12 nervios toracicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 cocci), asociados
cada uno a un segmento de médula espinal (Ver Figura 1). Estos nervios
abandonan la médula espinal y pasan a través de los huecos intervertebrales
de la columna vertebral. Cada nervio espinal esta conectado con la médula
espinal por dos raices, la raiz anterior o ventral y la raiz posterior o dorsal. La
anterior formada principalmente por fibras eferentes y la posterior por fibras
aferentes, son fibras vinculadas a la transmision de los impulsos a SNC y
reciben el nombre de fibras sensoriales. Los nervios craneales tienen los
nucleos motores o sensoriales en el encéfalo y las fibras nerviosas periféricas

salen de ahi hasta llegar a sus 6rganos efectores o sensoriales.
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Figura 1. Representacion de los nervios espinales humanos adaptado de

maturespine.com.

Los cuerpos celulares de estas fibras nerviosas se encuentran en un

engrosamiento de la raiz dorsal recibiendo el nombre de ganglio de la raiz



dorsal (Ver Figura 2). Los ganglios sensoriales de las raices dorsales estan
envueltos por tejido conectivo formando tres capas llamadas epineurio,
perineurio y endoneurio. El epineurio es la capa mas exterior de tejido laxo que
contiene los vasos sanguineos que irrigan los nervios, ademas de conectar con
los otros tejidos conectivos. El perineurio envuelve cada uno de los haces que
forman los nervios y esta formado por finas capas de células reticulares y una
capa externa de fibras de colageno. Contiene a su vez, los vasos sanguineos
que conectan con los capilares del endoneurio y su funcion es mantener la
estructura del nervio y actuar como una barrera de difusién. El endoneurio esta
formado por fibras reticulares, colageno, fibroblastos y una matriz extracelular
que ocupa los espacios entre las fibras nerviosas que forman los haces
nerviosos. El colageno es el encargado de rodear cada una de las fibras
nerviosas para formar los llamados tubos endoneuriales. Las neuronas de
estos ganglios, son pseudounipolares y tienen una prolongacién amielinica
unica que abandona cada cuerpo celular y se bifurca en una unién en forma de
“T” para dar lugar a la ramificacion periférica y central. El primer axon finaliza
en una serie de dendritas en una terminacion sensorial periférica y el ultimo

axon entra en el SNC.
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Figura 2. Corte transversal de la médula espinal, se observa un nervio espinal, la via
aferente con el ganglio de la raiz dorsal y la via eferente. Esquema adaptado de

people.eku.edu.

Uno de los nervios mas importantes en SNP y que ademas se encuentra
inervando las extremidades inferiores es el nervio ciatico. Cada nervio esta

formado por tres ganglios distribuidos en las dos ultimas vértebras lumbares y



la primera sacra (L4, L5 y S1) en humanos y las tres ultimas vértebras
lumbares (L4, L5 y L6) en ratones. Este nervio recorre las extremidades
inferiores hasta llegar a la altura de la rodilla donde se trifurca en nervio sural,
tibial anterior y posterior hasta llegar al tobillo. Finalmente estos tres nervios
forman diferentes ramificaciones que inervan toda la superficie del pie. En los
procesos de degeneracion la afectacion empieza en las ramificaciones
nerviosas del pie y va progresando a los nervios surales y tibiales, hasta afectar

finalmente al nervio ciatico.

Los ganglios autdnomos se situan a una cierta distancia del encéfalo y
la médula espinal aunque igual que los ganglios sensoriales, también estan
envueltos por una capa de tejido conectivo que se continda con el epineurio y
el perineurio, pero las neuronas son multipolares y sus cuerpos celulares
pueden llegar a ser de forma irregular. Las dendritas de las neuronas realizan
sinapsis con los axones mielinicos de las neuronas preganglionares y se
dirigen hacia los drganos diana, los vasos sanguineos o las glandulas

sudoriparas.

Por otra parte las neuronas motoras son las encargadas de conducir la
informacion desde SNC (cerebro y meédula espinal) hasta los o6rganos
efectores. En los vertebrados las neuronas motoras son principalmente

multipolares y utilizan acetilcolina como neurotransmisor.

Segun los organos dianas se clasifican en tres grandes categorias:
motoneuronas somaticas, branquiales o viscerales. Las motoneuronas que
foman parte del SN somatico, inervan directamente los musculos esqueléticos,
las branquiales inervan los musculos de la cara y cuello y las viscerales que
inervan los musculos lisos presentes en las visceras y el cardiaco. A su vez, las
motoneuronas somaticas se dividen en dos subplobaciones, las alfa cuyos
cuerpos celulares se encuentran en el asta ventral de la médula espinal y que
inervan las fibras musculares localizadas por todo el musculo y las gamma
cuyos cuerpos se encuentran en los ejes musculares e inervan las fibras

presentes en este eje.
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1.2. MIELINA

La mielina es una sustancia proteolipidica, que envuelve las neuronas
para facilitar la conduccién de los impulsos nerviosos entre neuronas ademas
de permitir la disminucion del tamafo axonal. La mielina esta formada por
multiples capas de membranas de una célula glial, el oligodendrocito en SNC y
la célula de Schwann en SNP, que envuelven los axones. Los dos tipos
celulares sintetizan las proteinas de la mielina, muchas especificas de SNC o

SNP, y los lipidos para formar las vainas.

En estudios de microscopia electrénica se puede observar la estructura
de los axones mielinicos, formados por dos capas protéicas internas de
membrana plasmatica fusionadas entre si, dando lugar a lo que se conoce
como linea densa mayor. Ademas se observa una segunda capa lipidica clara
que recibe el nombre de linea densa menor formada por la proximidad de las
superficies externas de las membranas plasmaticas adyacentes y constituida

por lipidos.

Linea densa mayor

4

' Linea densa menor

Figura 3. Estructura de los axones mielinicos, donde
podemos observar las lineas densas mayor y menor
que forman la mielina. Esquema adaptado de

cytochemistry.net.

Si se analizan secciones longitudinales de las fibras mielinicas se
pueden observar las incisuras de Schimtt-Lanterman que son regiones de la
vaina donde no se forma la linea densa mayor debido a una persistencia
localizada del citoplasma celular. Estas incisuras permiten el intercambio de

metabolitos desde la parte mas externa de la SC hasta el axén.
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En SNC cada oligodendrocito puede formar y mantener diferentes vainas
de mielina de varias fibras nerviosas, sin embargo en SNP sdélo una Unica
célula de Schwann (SC) formara cada segmento de una fibra nerviosa. Estos
segmentos suelen medir entre 0,5 y 1mm de longitud. Las SC no cubren la
totalidad del axdén, sino que dejan espacios donde el eje cilindrico esta en
contacto directo con el espacio extracelular. Estas zonas reciben el nombre de
nodos de Ranvier y permiten que la conduccion de los impulsos nerviosos sea
saltatoria; de hecho los nodos son cortos y estan espaciados de manera que se
pueden encontrar incluso mas de 100 en todo el recorrido axonal. Aunque en
SNC y SNP los nodos muestran una estructura similar, existen diferencias. En
los nervios periféricos la unidad mielinica esta cubierta por una lamina basal
que contacta con la ultima capa de SC que extiende sus microvilli para cubrir
los nodos. El espacio internodal que queda entre el axolema, que es la
membrana neuronal que recubre el axén, y la ldmina basal contiene matriz
filamentosa. En cambio en SNC no hay lamina basal, en los nodos
encontramos pies astrocitarios contactando con esta zona y recibiendo el

nombre de sinantocitos (Butt et al., 2002).

El nodo de Ranvier permite la conduccion saltatoria del impulso
nervioso, debido principalmente a que en esta zona se concentran la mayor
parte de los canales de sodio y potasio de la membrana axonal. Ademas de
estos canales, se encuentran muchas otras proteinas transmembrana vy
citosqueléticas como de adhesiéon celular (CAMs), en concreto Nrcam vy
neurofascina-186 (Davis et al., 1996), y el adaptador citosquelético anquirina G
(Kordeli et al., 1990; Kordeli et al., 1995), o la proteina de union a actina,
espectrina IV (Berghs et al., 2000). Esta distribucion hace que la conduccion de
los estimulos eléctricos sea unas diez veces mayor que la conduccion nerviosa

en los axones no mielinizados, aun teniendo un diamétro similar.

Los axones se pueden definir como mielinicos o amielinicos segun
presenten o no vaina de mielina y se clasifican en fibras A, B o C. Las fibras
mielinicas son mas numerosas y de mayor diametro, poseen una envoltura de
mielina formada por varias capas concéntricas lipidicas cuya funcion es aislar

bioeléctricamente, proteger el axén y permitir la rapida velocidad de conduccién
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como ya hemos comentado anteriormente. Las fibras amielinicas, son menos

numerosas y de menor diametro.

Las fibras A aferentes, son las que tienen mayor diametro y velocidad de
conducion mas rapida y se dividen a su vez en diferentes grupos segun su
funcion y los tejidos que abarquen (la, Ib, 2 y 3). Las fibras A eferentes son
fibras motoras y como las aferentes también se dividen en diferentes grupos
(alpha, beta, gamma y delta). Las fibras B, son las fibras autondémicas
preganglionares y las fibras C, son las auténomicas postganglionares y las
fibras que transmiten la sensacion de dolor, siendo todas amielinicas (Julius
and Basbaum, 2001).

La formacion de la mielina en SNP, se inicia con una invaginacion de la
SC alrededor del axén neuronal. A medida que el axon se hunde mas en la
célula de Schwann, la membrana plasmatica externa de la célula forma un
mesoaxon que sostiene el axén dentro de la célula. Se cree que posteriormente
la célula de Schwann gira sobre el axéon de modo que la membrana plasmatica
queda envuelta alrededor del axén como un espiral (Figura 4A). Al comienzo,
la envoltura es laxa y posteriomente el citoplasma entre las capas va
desapareciendo gradualmente. La envoltura se vuelve mas compacta a medida

que maduran las fibras nerviosas (Figura 4B).

A racles de la odlula
réiiuin dim Ranwinr do Schaann

Figura 4. Representacion de la formacion de la mielina en SNP. Esquema adaptado de

netterimage.com.
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1.2.1. Proteinas de la mielina del sistema nervioso periférico

La membrana mielinica esta formada por un 80% de lipidos y un 20% de
proteinas, estas proteinas permiten mantener la funcion estructural y la
arquitectura de la mielina. Existe un solapamiento de algunas de estas
proteinas entre SNC y SNP aunque también las hay especificas de tejido y su
expresion esta bastante restringida a las células productoras de mielina. Asi, en
SNP encontramos como proteinas mas importantes de la mielina: MPZ también
llamada PO (myelin protein zero), MBP (myelin basic protein), PMP22
(peripheral myelin protein-22), MAG (myelin-associated glycoprotein) y la ultima

descrita MP11 (myelin protein-11).

La mielina estd formada por dos dominios, el compacto, donde se
acumulan las multiples capas de membrana plasmatica y el no compacto
situado en los nodos de Ranvier y en las incisuras de Schmitt-Lanterman,
donde encontramos los canales citoplasmaticos que rodean la mielina
compacta y anclan la vaina de mielina a la membrana del axon. En cada
dominio estan presentes unas proteinas en concreto, en el compacto se situan
las proteinas PO, MBP y PMP22 mientras que en el no compacto encontramos
como proteinas mas relevantes a MAG, MP11 y conexina 32 (Cx32), ademas
de otras proteinas con funciones de unién célula-célula como las cadherinas o

cateninas.

PO es el principal componente estructural de la mielina, la mitad del peso
de la mielina se correponde con esta proteina. El gen que codifica para PO esta
dividido en 6 exones distribuidos en 7kb de DNA, localizado en el cromosoma 1
y expresado exclusivamente en SC mielinizantes (Hayasaka et al., 1993). Es
una proteina de membrana de unos 28kDa que pertenece a la superfamilia de
las proteinas inmunoglobulina (lg), presenta un unico dominio transmembrana y
dos dominios importantes, uno extracelular Ig-like y una regién intracelular.
Esta proteina presenta un sitio de union a N-glicanos, de hecho mediante la
utilizacion de geles desnaturalizantes se ha observado que tiene unido N-
glicanos con epitopos de HNK1 (human natural killer 1) y tienen un papel muy

importante en la formacién de la compactacion de la mielina. También se ha



descrito que para la correcta formacion de la mielina es necesario que PO esté

formando tetrameros (Gallego et al., 2001).

A pesar de que PO se situa en los dominios de mielina compactos, se ha
descrito su importante funcién en la formacion de las incisuras de Schmitt-
Lantermann presentes en las zonas de no compactacion, pues los ratones
deficientes para PO no las presentan y si en los ratones deficientes para las
otras proteinas de la mielina. Ademas, si se sustituye PLP por PO en SNC,
donde es su homdloga, las incisuras se forman correctamente (Yin et al.,
2008).

En el ratdon no se han descrito mutaciones espontaneas en el gen PO,
pero si se ha demostrado que se requiere PO para una correcta mielinizacion y
su funcién es critica en este proceso (Martini et al., 1998). El knock-out
heterocigoto para PO se utiliza como modelo de Charcot-Marie-Tooth tipo 1B
(CMT1B) (Martini et al., 1995b). Se han descrito mas de 50 mutaciones
puntuales en diferentes regiones del gen PO que pueden llegar a causar otros
tipos de neuropatia en humanos como por ejemplo hipomielinizacidon congénita
(CH), Sindrome Déjérine-Sotas (DSS), CMT1B, enfermedad de Roussy-Levy
(RLD), (Mandich et al., 1999; Wrabetz et al., 2000; Wrabetz et al., 2006; Magot
et al., 2008; Marchini et al., 2009). Estudios en familias con neuropatias
hereditarias han mostrado que para la misma mutacion el fenotipo puede llegar
a ser muy diferente, incluso hasta el punto de desarrollar o no degeneracion

neuropatica (Marques et al., 1999).

MBP es la segunda proteina mas abundante en la mielina de SNP,
aproximadamente un 10-20% en peso; en SNC representa el 30-40%. Es una
proteina asociada a membrana que se presenta en diferentes tamanos (21KDa,
18KDa, 17KDa y 14KDa) ya que sufre splicing alternativo. No se conoce la

funcién de las diferentes isoformas siendo la de 18KDa la mas abundante.

En ratones la mutacion espontanea llamada “shiverer” contiene una
delecién desde el exon 3 al exdn 7 y no permite que esta proteina esté

presente en la mielina. Muchos de estos animales mueren antes de los 6



meses, presentan una elevada desmielinizacién y una estructura anormal de la
mielina en SNC, sin embargo en SNP la mielina parece estructuralmente
normal ya que PO sustituye la funciéon de MBP. Se observa una reduccion en el
grosor de la mielina y un aumento en el numero de incisuras de Schmitt-
Lanterman debido seguramente a la sobreexpresidon compensatoria de PO
(Martini and Schachner, 1997). Estos resultados se confirman al estudiar el
doble transgénico PO/MBP (Martini et al., 1995a).

En humanos el “Sindrome 18q”, debido a una delecion en el cromosoma
18 en la regién que contiene el gen MBP, causa afectaciones principalmente en
SNC debido posiblemente a la disminucion en la dosis de MBP. Ademas estan
descritas un numero importante de modificaciones postraduccionales
aberrantes, que pueden contribuir a la desmielinizacion por ejemplo en
esclerosis multiple (Harauz et al., 2000; Tompa, 2005; Boggs, 2006).
Ultimamente, se esta utilizando el potencial inmunizante de MBP para inducir
encefalomielitis en animales, ya que su administracion induce una respuesta
inmune muy similar a lo que ocurre durante el desarrollo de la esclerosis
multiple en humanos (Degano and Roth, 2009; Mannie et al., 2009; Miller et al.,
2010).

Recientemente se le han atribuido diferentes funciones de sefializacién a
MBP, debido a que interacciona con proteinas que presentan un dominio SH3
como calmodulina, ademas de tener una sefal de translocacion a nucleo que
se encuentra presente en el exén 2 (Staugaitis et al., 1996; Boggs et al., 2005;
Boggs et al., 2006; Harauz et al., 2009). También esta descrito que MBP
presenta interacciones con proteinas de citosqueleto, de hecho, tiene
caracteristicas muy similares a proteinas asociadas a microtubulos como la

sinucleina (Boggs and Rangaraj, 2000; Libich et al., 2003).

PMP22 es una proteina integral de membrana de 22KDa que constituye
el 5% del total de las proteinas mielinicas periféricas y que se encuentra
codificada en el cromosoma 17. No es una proteina especifica de la mielina, se
ha detectado en motoneuronas y fuera del SN en el desarrollo embrionario, sin

conocer qué funcién realiza. Es altamente hidrofobica y presenta 4 dominios



transmembrana. Se le atribuye un importante papel tanto en proliferacion,
diferenciacién, como en la mortalidad de las SC (Jetten and Suter, 2000;
Sancho et al., 2001; Amici et al., 2007).

Se conocen diferentes mutaciones espontaneas en este gen en ratones.
El ratén “trembler’, debido a mutaciones puntuales en PMP22, muestra
desmielinizacion en SNP. La morfologia axonal también esta alterada con una
mielina mas delgada e incluso axones sin vaina. El homocigoto para esta
mutacion es letal. En humanos la mayoria de pacientes con Charcot-Marie-
Tooth tipo 1A (CMT1A) presentan una duplicacién de 1,5Mb en el cromosoma
17 que incluye el gen PMP22, presentando un fenotipo de neuropatia
periférica. La presencia de cuatro copias del gen estan asociadas al fenotipo
severo de DSS, en cambio la pérdida de una copia del gen esta asociada a la
neuropatia hereditaria con riesgo de paralisis por presion (HNPP) (Amici et al.,
2006).

MAG es una proteina integral de membrana de 100KDa que pertenece a
la superfamilia de las Ig. Presenta 5 dominios Ig extracelulares, un unico
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico que puede ser diferente
segun el splicing alternativo que sufra la proteina. Es especifica de células
mielinizantes tanto en SNC como en SNP donde constituye el 1% y el 0,1% del
total de proteinas de la mielina, respectivamente. MAG no se expresa
uniformemente a lo largo de la mielina, en SNC se localiza en los espacios
periaxonales sin compactar y en PNS en la mielina periaxonal o en las

incisuras de Schmitt-Lanterman.

En ratones, no existen mutantes espontaneos para la proteina MAG. En
ratones knock-out para esta proteina la mielinizacion en SNC y SNP es normal,
demostrando que no es una proteina esencial en el proceso. La estructura de
la mielina de estos ratones presenta zonas donde la compactacién no es total y
se sobreexpresan otras moléculas de adhesion para paliar su déficit. Los
animales a edades avanzadas si que muestran atrofia axonal y una
degeneracion tanto en SNP como en SNC (Bjartmar et al., 1999; Schachner
and Bartsch, 2000; Pan et al., 2005).



Ademas de la funcién en la estabilidad axén-mielina que se conoce que
desempenia esta proteina, se ha observado que tiene un papel importante en la
regulacion del citosqueleto axonal. Los segmentos de los axones mielinizados
presentan fosforilacion de los neurofilamentos que no se observa en los
ratones knock-out para esta proteina, ademas de presentar una disminucién en
el tamafo axonal respecto a los ratones wild-type (Dashiell et al., 2002; Kumar
et al., 2002). Esta regulacién, ademas, se ha visto alterada en los pacientes
con neuropatias asociadas a mutaciones en esta proteina, donde se presentan

anomalias en la separacion entre los neurofilamentos (Lunn et al., 2002).

Otra funcién también descrita para esta proteina, aunque con mucha
controversia, es la inhibicién de la regeneracién axonal. Los cultivos de células
nerviosas incubados con MAG recombinante muestran una inhibicion en el
crecimiento neuritico (Yiu and He, 2006), incluso la administracion de esta
proteina a un nervio periférico lesionado inhibe la regeneracion (Tomita et al.,
2007). En los ultimos anos se ha estudiado a fondo este papel inhibidor y se ha
demostrado que esta proteina interacciona con el acido sialico, en concreto con
gangliésidos (GD1a y GT1b) presentes en glicosfingolipidos y con el receptor
Nogo (NgR1) implicado también en la inhibicion de la regeneracion (Fournier et
al.,, 2001; Barton et al., 2003; Lauren et al., 2007). Sin embargo, en otros
trabajos se muestra un papel protector frente al dafo y a la degeneracién
axonal tanto in vivo como in vitro (Nguyen et al., 2009; Schnaar and Lopez,
2009). Apoyando estos resultados se encuentra el hecho de que la expresion
de MAG no esta presente en el desarrollo temprano, durante la fase mas activa
de inhibicién neuritica, y ya mas tarde cuando se expresa es secuestrada
dentro de las vainas de mielina y no esta disponible para interaccionar con
otras proteinas durante el crecimiento de las neuritas en el desarrollo

embrionario (Quarles, 2009).

MP11 es una glicoproteina de 11kDa presente en la mielina y la ultima
que se ha descrito mediante analisis de microarrays comparando los patrones
de expresion génica en los nervios periféricos durante el desarrollo, la

remielinizacion después de una lesidon nerviosa y en un modelo murino de



hipomielinizacion (Ryu et al.,, 2008). Hasta el momento no se conoce su
estructura aunque después del analisis filogenético con mas de 20 especies de
vertebrados, parece ser que presenta una region transmembrana cerca del
extremo C-terminal. El gen esta localizado en el cromosoma 4 y presenta 3
exones. Los estudios realizados en el unico trabajo que describe la proteina
muestran que se expresa practicamente sélo en SC, por lo que se considera
una proteina especifica de SNP. Se requiere su expresién para la correcta
mielinizacion, esta localizada en las zonas de mielina no compacta cerca de los
nodos de Ranvier, concretamente en las incisuras de Schmitt-Lanterman y se
sobreexpresa durante el desarrollo nervioso y después de una lesién nerviosa
(Ryu et al., 2008).

Otra proteina importante y presente en la zona no compacta de la
mielina es Cx32. Las conexinas son una familia de proteinas normalmente
localizadas en las gap-junctions y que oligomerizan para formar el llamado
conexon o hemicanal en las membranas plasmaticas interaccionando con otro
componente igual de la célula vecina para conectar los citoplasmas de las dos
células y permitir el intercambio de iones, nucleétidos, metabolitos y otras
moléculas senalizadoras. Muchos estudios han descrito a Cx32 como la
proteina mas abundante en las gap-junctions presentes en SNP (Scherer et al.,
1995; Chandross et al., 1996; Yoshimura et al., 1996), ademas de estar
altamente expresada en los nervios ciaticos de ratones adultos (Mambetisaeva
et al., 1999).

En humanos, la forma dominante para CMTX esta asociada a
mutaciones en Cx32 (Bergoffen et al., 1993). La generacion de modelos
murinos deficientes para esta proteina permitieron el estudio de su funcion.
Estos animales no mostraban anormalidades del SN en las etapas tempranas
del desarrollo, pero a los tres meses desarrollaban una neuropatia periférica
progresiva caracterizada por un tamafio inferior de las vainas de mielina y unos
nodos de Ranvier y zonas no compactas anormales (Scherer et al., 1999;
Willecke et al., 1999). Esta patologia era similar a la de los pacientes con
CMTX (Ressot et al., 1998; Abrams et al., 2000). En los cultivos de SC de estos

ratones se pudo observar que la falta de Cx32 inducia una desregulacién en la



expresion génica de las proteinas de la mielina y estimulaba el fenotipo de SC
no mielinizante (Nicholson et al., 2001). También se ha observado que modelos
murinos con mutaciones en Cx32 presentan deficiencias en la mielinizacion
tanto en SC de SNP como en oligodendrocitos de SNC (Sargiannidou et al.,
2009).

Asimismo, cabe destacar que casi todos los mutantes aqui descritos
para las proteinas de la mielina, ademas de presentar deficiencias en la
mielinizacion, presentan alteraciones en los nodos de Ranvier y en los canales
implicados en la conduccién saltatoria del impulso nervioso (Wang et al., 1995;
Neuberg et al., 1999; Samsam et al., 2002; Poliak and Peles, 2003; Ulzheimer
et al., 2004).

1.3. FACTORES IMPLICADOS EN EL CONTROL Y DESARROLLO DE
LA MIELINIZACION

Las células gliales en el SNP, incluyendo las células satélite de los
ganglios periféricos y las SC mielinizantes y no mielinizantes, derivan de las
células de la cresta neural. Durante el desarrollo de los animales vertebrados
las células de la cresta neural emergen de la parte dorsal del tubo neural desde
donde son delaminadas y van migrando hacia diferentes localizaciones en el
embrién. Dependiendo de los estimulos recibidos, estas células gradualmente
se van restringiendo a células neuronales sensoriales, autondmicas, del
sistema nervioso entérico y también a células no neuronales como los
melanocitos de la piel, células presentes en el tejido conectivo y cartilaginoso
(Sommer, 2001; Le Douarin and Dupin, 2003). Dentro de estas células
encontramos las “stem cells” neuronales derivadas de la cresta neural (NCSC).
Se encuentran en sitios de gliogénesis, incluyendo el nervio ciatico y los
ganglios de la raiz dorsal (Hagedorn et al., 1999; Morrison et al., 1999) y se
especializan en las células precursoras de las SC (SCP) por un mecanismo
desconocido. Estas células, posteriormente, se diferenciaran para formar las
SC inmaduras y éstas a su vez se especializaran en SC mielinizantes y no

mielinizantes. Durante el desarrollo embrionario, las SCP se encuentran
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presentes en los nervios espinales entre los dias embrionarios 12/13 (E12/13) y

dan lugar a las SC inmaduras alrededor de E15/16 (Dong et al., 1999).

Las SCP se pueden distinguir de sus progenitoras y de su progenie por
diferentes marcadores moleculares, expresan BFABP (proteina de union a
acidos grasos de cerebro), PO y cadherina-19 que no estan presentes en los
NCSC (Jessen and Mirsky, 2005) y, a diferencia de sus células precursoras,
diferentes factores tréficos como FGF, IGF, PDGF y endotelina promueven su
supervivencia, a la vez que ésta no depende de la expresion de NRG1 como en
los NCSC (Woodhoo et al., 2004; Woodhoo and Sommer, 2008). Respecto a su
progenie, las SC inmaduras sobreexpresan GFAP y S100 y menos N-
cadherina, cadherina-19 y AP2a (Jessen and Mirsky, 2005). Ademas las SC
inmaduras in vitro pueden promover su propia supervivencia por circuitos
autocrinos mientras que las SCP no los poseen (Dowsing et al., 1999; Meier et
al., 1999) (Ver Figura 5).

Célula de la Pracursor de la Géiul;l de
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Figura 5. Esquema de los marcadores moleculares expresados durante el desarrollo
de las SC. Adaptacion del esquema de (Woodhoo and Sommer, 2008).
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En el ultimo paso hacia la mielinizacion es necesario que las SC
inmaduras se diferencien en SC mielinizantes y no mielinizantes. El fenotipo
molecular de las SC inmaduras y las SC no mielinizantes es muy similar,
aunque hay moléculas como GalC y las integrinas a1pf1 y a7B1 que se
encuentran expresadas unicamente en las SC no mielinizantes (Jessen and
Mirsky, 2005). La generacion de SC mielinizantes conlleva muchos mas
cambios moleculares, las moléculas presentes en la lamina basal y sus
receptores, integrinas y factores promielinizantes como Oct6, Egr2 (Krox20) y
sus correguladores Nab1/2, Brn2, Sox10 y NRG1 tienen un papel critico y muy
importante en la mielinizacion y en el control del grosor de la mielina
(Birchmeier and Nave, 2008)

1.3.1. Neuregulinas y sus receptores ErbB

Las neuregulinas (NRG) son proteinas de sefalizacion que median la
interaccion célula-célula en sistema nervioso, corazén, tejido mamario y otros
organos. La primera que se identifico fue NRG1 y posteriormente hasta 3
NRGs mas, aunque se conoce muy poco de NRG2, 3 y 4. A pesar de unirse a
los mismos receptores en el mismo tipo celular, las vias de sefalizacion
activadas por NRG1 y NRG2 son diferentes (Crovello et al., 1998).

El gen que codifica para NRG1 tiene 1,4Mb de longitud y presenta un
elevado splicing alternativo que llega a producir mas de 15 isoformas diferentes
de NRGH1, entre ellas las mas conocidas y estudiadas las tres isoformas
NRG1B1: NRG1typel, NRG1typell y NRG1typelll. Las tres caracteristicas
estructurales que presentan los tres tipos son un dominio EGF-like (epidermal
growth factor), una secuencia N-terminal especifica para cada tipo y al menos
un dominio transmembrana (Ver Figura 6). El dominio EGF-like es el
encargado de interaccionar con los receptores tirosina quinasa ErbB vy
desencadenar la sefalizacion celular. Ademas NRG1typel y NRG1typell
presentan un dominio Ig-like mientras que NRG1typelll presenta un dominio
rico en cisteinas que actua como un segundo dominio transmembrana
(Buonanno and Fischbach, 2001; Falls, 2003).
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Figura 6. Representacion de la formacién (A) y la estructura (B) de las isoformas de NRGH1.
Adaptacion de (Mei and Xiong, 2008).

Las diferentes isoformas de NRG1 son reconocidas y cortadas
proteoliticamente por proteasas como TACE (ADAM17) y BACE1 (Horiuchi et
al., 2005; Hu et al., 2006), de manera que NRG1typel y Il se liberan de la
membrana celular y pueden actuar como moléculas con sefalizacidén paracrina,
mientras que NRG1typelll queda anclada a la membrana por su segundo
dominio transmembrana y puede sefalizar via yuxtacrina (Nave and Salzer,
2006). En relacién al tipo de senalizacion, se sabe que el dominio Ig presente
en NRG1typel y typell se une a heparina y a otros glicosaminoglicanos con
elevado numero de cargas negativas presentes en las matrices extracelulares.
Este hecho unido a que ademas se ha encontrado expresion de estas NRG1
en la lamina basal de las sinapsis neuromusculares y durante el desarrollo
embrionario en el endocardio pero no en el miocardio, explica por qué la
sefalizacion paracrina seria muy importante tanto para el desarrollo cardiaco
como muscular (Goodearl et al., 1995; Jo et al., 1995; Li and Loeb, 2001).



El dominio EGF-like es necesario y suficiente para unir y activar a los
receptores transmembrana de la familia ErbB y como se puede observar en la
Figura 6 puede ser de diferentes tipos: a, f o y, y ademas del tipo 1, 2, 3 o0 4.
En SNP sélo encontramos expresion de ErbB2 y ErbB3, y son los
heterodimeros formados después de la interaccion de las NRG1 con ErbB3 en
las SC los que transmiten las sefiales provenientes del axén (Levi et al., 1995;
Yarden and Sliwkowski, 2001). Se sabe que una vez NRG1 se une a su
receptor ErbB en la SC, la sefalizacion se realiza mediante la activacién de la
via PI3K/Akt. PI3K cataliza la formacion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) a partir de fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) que a su vez recluta y
activa, mediante fosforilacion, la proteina Akt. Esta, a su vez, activa la
expresion de diferentes factores de transcripcion implicados en mielinizacién
como Oct6 y Egr2, y también la expresion de proteinas de la mielina como PO
(Taveggia et al., 2005; Chen et al., 2006), ademas de influenciar la biosintesis
de colesterol por la activacion del enzima HMG-Co-A (3-

methylglutarylcoenzyme A) (Porstmann et al., 2005; Quintes et al., 2010).

La sefalizacion NRG1/ErbB es muy importante tanto en el desarrollo de
las células de la cresta neural como durante el proceso de la mielinizacion.
Como se ha comentado anteriormente, es esencial que las células de la cresta
neural migren y den lugar a los precursores de los diversos tipos neuronales y
gliales del SNP. Se ha demostrado que el receptor ErbB3 se expresa en gran
cantidad en las células de la cresta neural. Posteriormente su expresion se
inhibe en la mayoria de estas células excepto en las SC, que mantienen su
elevada expresion (Meyer et al., 1997). Mutaciones en NRG1, ErbB2 o ErbB3
causan déficits en el desarrollo embrionario, concretamente altera la migracion
de las células de la cresta neural, pues no son capaces de moverse de la parte
ventral del tubo neural. Se cree que la falta de la isoforma NRG1typel,
expresada por las células mesenquimales presentes a lo largo de la ruta
migratoria, y NRG1typelll, expresada en las neuronas periféricas que
acompanan a las SC, serian las responsables del fallo en la migracion (Britsch
et al., 1998).



En cuanto al papel de las NRG1s en la mielinizacion, el analisis de los
mutantes especificos para las diferentes isoformas mostr6 que soélo
NRG1typelll era importante en todos los aspectos del proceso, tanto en el
desarrollo de las SC mielinizantes, como en la migracion, diferenciacion vy
supervivencia de estas células (Michailov et al., 2004; Taveggia et al., 2005;
Mirsky et al., 2008). De hecho, la cantidad de NRG1typelll presente en la
superficie axonal determina el fenotipo de SC mielinizante o no y también la
cantidad de mielina que tendra el axén. Los axones no mielinizados de las
neuronas autonémas presentan niveles bajos de NRG1typelll mientras que las
neuronas de los ganglios de la raiz dorsal que estan fuertemente mielinizadas
presentan niveles elevados. Otras evidencias de la importancia de los niveles
de expresion de NRG1typelll en la mielinizacion las encontramos en los
estudios en los ratones haplosuficientes para NRG1typelll que muestran una
elevada proporcion de axones sin mielinizar; los ratones transgénicos que
sobreexpresan NRG1typelll presentan hipermielinzacion; y las neuronas de los
ratones knock-out, que mueren antes de nacer, son incapaces de desarrollar
mielinizacion alguna ni en presencia de SC de animales controles (ffrench-
Constant et al.,, 2004). Ademas, la expresion ectépica de NRG1typelll, asi
como la sobreexpresion mediante vectores virales de esta proteina, permiten la
mielinizacion en fibras simpaticas postganglionares que normalmente no estan

mielinizadas (Taveggia et al., 2005).

Recientemente se ha reportado que la senalizacion de la via NRG1-ErbB
se regula por la proteina Erbin. Esta proteina de la familia LAP, que contiene
repeticiones ricas en leucinas (LRR) y un dominio PSD95-Dlg-Zol (PDZ)
interacciona especificamente con ErbB2 para estabilizarlo y permitir una
correcta senalizacion. Los ratones deficientes para Erbin o con mutaciones en
el dominio PDZ muestran el mismo fenotipo: un menor grosor en la mielina que
lleva a una disminucion en la respuesta sensorial y una menor velocidad de
conduccion de nerviosa, debido al fallo en la sefalizacion NRG1-ErbB (Tao et
al., 2009).

Como hemos comentado anteriormente BACE1, también conocida como

B-secretasa, es una proteasa transmembrana dependiente de aspartico, que



ademas de cortar NRG1, participa en el B-procesamiento de la proteina
precursora amiloide, generando el péptido B-amiloide cuyos agregados se
detectan en la primera fase de la enfermedad de Alzheimer (Hussain et al.,
1999; Sinha and Lieberburg, 1999; Vassar et al., 1999; Lin et al., 2000). El
principal fenotipo observado en los mutantes para esta proteasa, expresada
principalmente en neuronas, es la hipomielinizacion del SNP, fenotipo similar al
observado en los heterocigotos con mutaciones en NRG1 o ErbB2 (Hu et al.,
2006). De hecho, estudios in vitro han mostrado que los mutantes de BACE1
presentan una acumulacion de NRG1 sin procesar que se proteoliza al anadir
el enzima en forma recombinante. Estos resultados tienen especial relevancia a
nivel farmacologico ya que la inhibicion de este enzima se habia considerado
como una posible terapia para la enfermedad de Alzheimer (Willem et al.,
2006).

En relacién al procesamiento de NRG1 se ha descrito que nardilisina
(NRDc), una peptidasa perteneciente a la familia M16 y que selectivamente
actua sobre residuos dibasicos, regula también el proceso de mielinizacion, ya
que promueve la activacion de NRG1typelll mediante la accién de BACE1. El
analisis en los ratones deficientes para NRDc mostraron el mismo fenotipo que
los ratones knock-out para BACE1 y heterocigotos para NRG1: una
hipomielinizacién importante en SNP, y en los transgénicos una ganancia en el

grosor de la mielina (Ohno et al., 2009).

En SNC también se ha estudiado a fondo el papel de NRG1 tanto en
migracion como en la mielinizaciéon. Ya hemos tratado al principio de este
capitulo la importancia en la migracion de las células de la cresta neural para la
correcta formacién de toda la progenie neuronal y glial. En SNC es necesario
que exista un balance muy estrecho entre las neuronas inhibitorias ya que
alteraciones en este balance pueden desembocar en desordenes neuroldgicos.
Recientemente, se ha descrito que, particularmente, las neuronas inhibitorias
del cértex necesitan la senalizacion via NRG1 para su correcta migraciéon y que
estas neuronas expresan el receptor ErbB4, especifico de SNC. Experimentos
con cultivos celulares demuestran que NRG1 actia como un factor

quimioatrayente para estas neuronas y el analisis en los mutantes para ErbB4



o NRG1 demuestran que las neuronas inhibitorias se encuentran en numero
muy reducido en el cértex de estos animales (Flames et al., 2004). Ademas de
estar implicada en migracion, la expresion de NRG1 en el cértex controla la
formacion de las proyecciones talamocorticales, puesto que en ausencia de
NRG1 estas proyecciones no se forman correctamente (Lopez-Bendito et al.,
2006).

En relacion a otras funciones implicadas en migracién, se conoce que
en el cerebro murino adulto existen neuronas que continuamente son
generadas e integradas dentro de los circuitos existentes que han cesado su
desarrollo. La neurogénesis adulta ocurre principalmente en hipocampo y en el
bulbo olfatorio. Las “stem cells” que generaran las nuevas neuronas adultas
estan localizadas principalmente en la zona subventricular de los ventriculos
laterales y tienen que migrar hasta el bulbo olfatorio. Estas células se conocen
como el grupo migratorio rostral y generan principalmente las neuronas
inhibitorias del bulbo olfatorio. Los mutantes para ErbB4, ademas de presentar
defectos en la migracién durante el desarrollo, exhiben problemas en la
distribucion y diferenciacién de las neuronas inhibitorias del bulbo olfatorio,
implicando la activacion del receptor como parte esencial en este proceso
(Anton et al., 2004).

En cuanto al proceso de mielinizacion, se ha demostrado por diferentes
estudios que NRG1 sdlo afecta la mielinizaciéon en algunas areas de SNC y que
el control axonal de la mielinizacion mediado por los oligodendrocitos no tiene
requerimientos especificos ni de NRG1typelll ni del receptor ErbB para
controlar el grosor de la mielina, a diferencia de lo que ocurre en SNP
(Schmucker et al., 2003; Sussman et al., 2005; Roy et al., 2007; Brinkmann et
al., 2008; Taveggia et al., 2008).

Finalmente, en referencia a otras patologias donde esta implicada la via
NRG1-ErbB, en los ultimos afios se han publicado muchos trabajos donde se
relacionan haplotipos particulares de NRG1 y ErbB4 con el desarrollo de la
esquizofrenia (Stefansson et al., 2002; Harrison and Law, 2006; Law et al.,

2006). En estos estudios se relaciona una predisposicidon genética con el



desarrollo de la esquizofrenia, sin embargo aun no esta claro como el
desarrollo de la enfermedad esta ligado a una pérdida o ganancia en la
sefalizacion NRG1-ErbB o ambas. Lo que si parece demostrado es la
importancia de la via NRG1-ErbB4 controlando la despolarizacion inducida por
la liberacion del neurotransmisor GABA vy la implicacién en la maduracién y
plasticidad de las sinapsis glutamatérgicas (Liu et al., 2001; Kwon et al., 2005;
Bjarnadottir et al., 2007; Li et al., 2007). Ademas relacionados con estos
resultados se han reportado algunos cambios de comportamiento en modelos

murinos mutantes para NRG1 (Stefansson et al., 2002; Chen et al., 2008).

1.3.2. Factores de transcripcion implicados en mielinizacién

La sefalizacion que promueve la mielinizacion en SNP, ademas de
NRG1, necesita de otros factores que conduzcan la transicion de SC
inmaduras a mielinizantes. Un elevado numero de circuitos reguladores estan
implicados en este proceso poniendo de manifiesto la importancia de los
principales factores de transcripcion, entre ellos los promielinizantes Oct6
(SCIP), Brn2, Egr2 (Krox20) y Sox10, y c-Jun y Sox2 que controlan la

desmielinizacion (Ver Figura 7).
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Figura 7. Representacion de los principales factores de transcripcion implicados en

mielinizacion. Adaptacion de (Jessen and Mirsky, 2005)



Oct6 y Brn2 son factores de transcripcion con un homeodominio POU y
son dos de los reguladores autonomos de la mielinizacidén presentes en las SC.
Ambos factores de transcripcidn presentan un pico de expresién en el estado
promielinizante, en el nacimiento, o bien en regeneracién, y se ha observado
que mientras en los nervios de ratones controles la mayoria de las SC
competentes para mielinizacion se forman durante la primera semana
postnatal, los mutantes para estas dos proteinas presentan una cinética de
mielinizacion retrasada y su delecion desemboca en un fenotipo severo de
hipomielinizacién donde las SC no se diferencian ni mielinizan. Ademas se
conoce que la principal diana de estos factores es Egr2 (Bermingham et al.,
1996; Jaegle et al., 1996; Jaegle et al., 2003).

Egr2 es un factor de transcripcion que contiene tres dominios de unién a
DNA “finger zinc” muy conservados. Su funcion se descubrié en los ratones
knock-out para este gen, animales que morian antes de nacer y presentaban
perturbaciones en el proceso de mielinizacién del SNP. La diferenciacion de las
SC estaba bloqueada y por tanto la consiguiente mielinizacion, de hecho no
habia signos de formacion de la mielina compacta (LeBlanc et al., 2007).
Ademas los estudios en los ratones hipomorficos para Egr2 también
confirmaban esta funcidon (Le et al., 2005a). La induccion de este factor de
transcripcion durante la mielinizacién, a partir del dia embrionario 15,5 y
manteniéndose a lo largo de la vida adulta, coincide con la de las principales
proteinas de la mielina, ademas el analisis de los ratones deficientes y la
administracion ectépica de Egr2 en SC primarias han mostrado que este factor
de transcripcion esta actuando sobre los niveles de expresion de las proteinas
de la mielina (Topilko et al., 1994; Nagarajan et al., 2001; LeBlanc et al., 2007).
En humanos también se ha visto que mutaciones en el gen que codifica para
este factor de transcripcién dan lugar al desarrollo de neuropatias hereditarias
como CMT1, CHN o DSS, confirmando su papel en la mielinizacion (Warner et
al., 1998; Warner et al., 1999; Pareyson et al., 2000).

Adicionalmente a estos factores encontramos a Sox10. Este miembro de

la familia Sox se expresa durante todo el desarrollo de las SC y es esencial



para la diferenciaciéon de las SC inmaduras desde las células de la cresta
neural, como se ha observado en los ratones mutantes para esta proteina
(Britsch et al., 2001). También se han encontrado mutaciones en pacientes con
la enfermedad de Waardengerg-Hirschprung, con problemas de mielinizacion y
a partir de los cuales se ha ligado su expresidon con la de los genes de la
mielina. En el adulto, Sox10 se expresa tanto en oligodendrocitos como en SC

mielinizantes (Peirano et al., 2000; Inoue et al., 2004).

El estudio de animales knock-out para Egr2 ha permitido conocer qué
genes estaban controlados por este factor de transcripcion y no soélo se han
encontrado los genes de las principales proteinas de la mielina como PO, MBP,
PMP22, Cx32 y MAG sino también genes implicados en la biosintesis lipidica
necesaria también durante la formacién de la mielina como la HMG CoA
reductasa (Leblanc et al., 2005). La mayoria de estos genes ademas de ser
regulados por Egr2, también tienen dianas de unién para Sox10 (Bondurand et
al., 2001; Taveggia et al., 2004; Denarier et al., 2005; LeBlanc et al., 2006).

Ademas de estar regulados entre ellos, los diferentes factores de
transcripcion presentan otros estimulos que actuan sobre su expresion. Nab1 y
Nab2 son dos proteinas implicadas en la regulacién de la expresion de Egr2. El
mecanismo de accion de estas proteinas pasa por la unién a uno de los
dominios de Egr2. Asi, la formacién de los complejos Egr2 con Nab1 y Nab2
juegan un papel muy importante en la regulacién in vivo de los genes diana,
entre ellos los mielinizantes (Svaren et al., 1996; Svaren et al., 1998). En
cultivos, Egr2 estimula la expresion de esas proteinas y la primera idea que se
sugirié era que su expresion serviria de feedback negativo para el factor de
transcripcion, pero en los ratones dobles knock-out para las proteinas Nab se
observo un fenotipo muy similar al deficiente en Egr2, los ratones morian por
neuropatia periférica ya que la mielinizacion no se podia llevar a cabo y en
caso de un papel inhibidor se tendria que haber observado una ganancia en la
expresion de los genes de la mielina (Le et al., 2005b; Srinivasan et al., 2007).
Se obtuvieron resultados similares en un modelo knock-in para las proteinas

Nab, con una alelo resistente a la unién de Egr2, indicando que las proteinas



Nab no juegan un papel negativo en la expresion de Egr2 e incluso podrian

actuar como coactivadores en ciertos contextos (Desmazieres et al., 2008).

Por otra parte, un estudio reciente ha demostrado que es necesaria la
sefalizacion via calcineurina/NFAT para que la mielinizacion activada por
NRG1/ErbB via Egr2 se realice correctamente. En este trabajo muestran que la
activacion de la via de NRG1/ErbB estimula la defosforilacion de NFATc4 por
calcineurina y promueve su activacion. NFATc4, tras su activacion, es
translocado a nucleo vy, sinergisticamente con Sox10, activa Egr2 y también la

expresion de la principal proteina de la mielina, PO (Ver Figura 8).
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Figura 8. Esquema que muestra la activacion de la mielinacion via la sefializacion por
NRG1/ErbB y calcineurina/NFAT. Adaptacion de (Kao et al., 2009).

También se sabe que la activacién de la proteina quinasa A (PKA) es un
estimulo para activar Oct6 y a su vez aumentar la expresion de los genes
implicados en mielinizacién. La inhibicion de PKA reduce la mielinizacion en
cocultivos de neuronas de ganglios de la raiz dorsal con SC primarias (Howe
and McCarthy, 2000). Una de las moléculas activadas en la cascada de la PKA
es el factor de transcripcion NFkB, involucrado en proliferacion y diferenciacion

en diferentes tipos celulares, y se han obtenido resultados sobre su



requerimiento en las SC para la activacién de la mielinizacion (Nickols et al.,
2003; Yoon et al., 2008). EI mecanismo que no se ha podido explicar es la
rapida disminucidon en la expresion de Oct6 cuando Egr2 empieza a
expresarse. No se conoce si es una autorregulacion de la propia proteina o, lo
mas probable, que el propio Egr2 estimule un feedback negativo y sea el
responsable de la disminucion en la expresion del factor de transcripcion POU,
ya que también se han encontrado regiones de unién para Egr2 en el promotor
de Oct6 (Ryu et al., 2007).

2. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno multifactorial y multisistémico
que tiene como caracteristica principal el aumento de los niveles de glucosa en
sangre (hiperglucemia), resultado de una defectuosa secrecién de insulina, en
su accién, o ambos. La insulina es una hormona polipeptidica producida y
segregada por las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas, en
forma de precursor inactivo llamado proinsulina. Esta pasa al aparato de Golgi,
donde se modifica, eliminando una parte y uniendo los dos fragmentos
restantes mediante puentes disulfuro. La insulina permite la entrada de la
glucosa presente en sangre después de una ingesta a las células de diferentes
tejidos, principalmente higado y musculo. Se trata de una enfermedad compleja
que incluye varias patologias en las cuales coexiste un trastorno global del
metabolismo de los hidratos de carbono, grasas y proteinas. Es una de las
enfermedades con mas prevalencia en la poblacién adulta y con una previsién

de aumento en los préximos afos en los paises desarrollados.

Hay dos tipos principales de la diabetes: diabetes tipo | y tipo II. Al tipo |,
también se le llama diabetes juvenil porque normalmente empieza durante la
infancia aunque a veces también puede ocurrir en adultos. Viene dada por la
destruccion de las células beta, debido a procesos autoinmunes o idiopaticos.
El cuerpo no produce la hormona, por tanto, las personas con diabetes tipo |
dependen de la administracidon de insulina para sobrevivir. Menos del 10% de

los afectados por la diabetes padecen el tipo |. El proceso de desarrollo de la



diabetes es gradual, se puede dividir en cinco etapas: predisposicion genética,
desencadenador ambiental, autoinmunidad activa, destruccion progresiva de
las células beta, finalizando en la presentacion de los sintomas propios de la
enfermedad. Se han realizado estudios en los que se han demostrado cambios
incluso una década antes de que se presenten los sintomas reales de diabetes
(Beck et al., 2009).

Las personas con diabetes tipo | suelen tiene una predisposicion
genética a la enfermedad, aunque se requieren uno 0 MAs SuUCESOS O
incidentes ambientales para desencadenar la enfermedad segun los muchos
estudios realizados en familias afectadas por diabetes (lkegami et al., 2006;
Erlich et al., 2009a; Howson et al., 2009). Diferentes articulos demuestran que
uno de los disparadores ambientales durante el desarrollo de la diabetes tipo |
seria el virus Coxsackie B. Este virus presenta una proteina en la capside con
una alta homologia al enzima glutamico descarboxilasa (GAD) presente en la
superficie de las células beta. Asi la respuesta inmune continuaria atacando las
células pancreaticas después de defenderse del virus, desarrollando
autoinmunidad (Dotta et al., 2007; van der Werf et al., 2007; Foulis, 2008).
Ademas de la respuesta inmune contra GAD, también se han descrito
autoanticuerpos contra la fosfatasa presente en el interior de las células beta o
incluso contra la propia insulina (Jahromi and Eisenbarth, 2007; Baschal and
Eisenbarth, 2008; Dib and Gomes, 2009).

Ademas de hiperglucemia, los pacientes presentan como sintomatologia
mas caracteristica, polifagia, poliuria, pérdida de peso, fatiga, visién borrosa y

azucar y cetonas en la orina.

La diabetes tipo Il se caracteriza por un complejo mecanismo
fisiopatolégico cuyo rasgo principal es el déficit relativo de produccion de
insulina y una deficiente utilizacion periférica por los tejidos y como
consecuencia la hormona no puede facilitar la entrada de la glucosa al interior
de las células. Se desarrolla a menudo en etapas adultas de la vida y es muy
frecuente su asociacion con la obesidad, aunque también puede presentarse

en personas delgadas, especialmente en ancianos. La etiologia genética, un



bajo nivel de actividad, una dieta deficiente y el elevado peso corporal
aumentan significativamente el riesgo de desarrollar este tipo de diabetes
(Cooper et al., 2009; Talmud et al., 2010).

Independientemente del tipo de DM, y a pesar del tratamiento con
insulina, niveles de glucosa en sangre alterados conducen a diferentes
complicaciones: 1) Dano de nervios periféricos (neuropatia), 2) Afectaciones en
pequefos vasos sanguineos (microangiopatia), 3) Sindrome del pie diabético:
heridas dificilmente curables debidas a la mala irrigacién sanguinea y a la
degeneracion de los nervios de los pies que pueden conducir a laceraciones y
eventualmente a la amputacién de las extremidades inferiores, 4) Dafio de la
retina (retinopatia), 5) Afectacién renal (nefropatia), 6) Higado graso o hepatitis
de higado graso (adipohepatia) y 7) Dafo de los vasos sanguineos grandes

(macroangiopatia), trastorno de las grandes venas.

2.1. NEUROPATIA DIABETICA

La neuropatia diabética (ND) es una de las complicaciones mas
comunes de la DM, en la cual se presenta dano en los nervios tanto periféricos
como somaticos y autonomos, resultado de la hiperglucemia/hipoinsulinemia.
Se estima que la prevalencia de la neuropatia clinicamente significativa es
cercana al 60%, sin embargo se pueden demostrar alteraciones
electrofisioldégicas en casi el 100% de los diabéticos, aunque en muchos la
complicacion sea subclinica (Aguilar-Rebolledo, 2005). Existen evidencias de
que la hiperglucemia crénica y las alteraciones metabdlicas relacionadas
intervienen en la patogenia de las anormalidades en la fibra nerviosa y en la

microvasculatura que causan la neuropatia.

Desde el punto de vista patologico la afectacidon de la fibra nerviosa se
distingue por degeneracion progresiva e impedimento regenerativo de las fibras
nerviosas periféricas. Estos cambios estan vinculados al deterioro de la funcién
nerviosa con disfuncion sensorial de las extremidades y con dolor. En un
principio, hay un dolor y hormigueo intermitente en las extremidades,

inicialmente en los pies, mientras que en las etapas mas avanzadas, el dolor



es mas intenso y constante. En este tipo de dolor, con una incidencia del 16-
26% en las personas con diabetes, generalmente las primeras fibras afectadas
son las C, pero a medida que la sintomatologia avanza va afectando a las
fibras A (beta y delta). El dolor neuropatico puede llegar a provocar una fatiga
constante, depresion e incluso una fuerte ansiedad que afecta seriamente la
calidad de vida de los pacientes. Finalmente, se desarrolla una neuropatia sin
dolor. Cuando se pierde la sensacion al dolor en el area, incrementa en alto
grado el riesgo de una lesion severa en los tejidos, dado que el dolor ya no
alerta al paciente sobre dichas lesiones. Estos sintomas varian dependiendo
del nervio o nervios afectados y pueden ser distintos a los antes enumerados.

Los sintomas suelen desarrollarse de forma gradual con los afios.

Para el diagnédstico de la complicacion generalmente se realizan tests a
nivel de las extremidades donde se analizan los reflejos, la capacidad de
respuesta a temperatura y la vibracion de los pacientes. En algunos casos
también se pueden llegar a realizar tests neuroldgicos e incluso biopsias de piel
(Devigili et al., 2008; Panoutsopoulou et al., 2009).

Los mecanismos patogénicos que llevan al desarrollo de la ND todavia
no son claros, probablemente la causa de la ND es diferente segun el tipo de
complicacion. Se acepta que la patogenia de esta enfermedad es consecuencia
de diversos factores y se postulan diferentes teorias que pretenden explicar las
causas mas probables de las lesiones nerviosas. Entre ellas tenemos la
activaciéon de la via del poliol que se da en condiciones de hiperglucemia, ya
que el enzima hexoquinasa que se encarga de transformar la glucosa en
glucosa-6-fosfato esta saturado en diabetes y la aldosa reductasa (AR) sélo se
activa a concentraciones elevadas debido a su baja afinidad por el sustrato. El
enzima AR se expresa en grandes cantidades en las SC, cataliza la reduccion
de glucosa a sorbitol utilizando el cofactor nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH). Los niveles elevados niveles de sorbitol acumulados en las
células nerviosas provocan dano celular y tisular (Takeshi S, 1999).
Adicionalmente, una excesiva concentracion de sorbitol provoca una
disminucién en el mio-inositol que lleva a la alteracién de la actividad Na*-K"-

ATPasa, esencial para la conduccion nerviosa. Como resultado de la



sobreutilizacion de NADPH, se produce un déficit homeostatico por parte de
otros enzimas que utlizan el mismo coenzima que desencadena una
disminucién en los niveles de 6xido nitrico y glutation reducido que a su vez
resulta en un incremento del estrés oxidativo, desencadenando dafios en las

células endoteliales (Oka and Kato, 2001) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de la via de metabolizacién de la glucosa mediante el enzima

aldosa reductasa. Esquema de flipper.diff.org.

La célula produce especies ROS (reactive oxygen species) durante un
flujo metabdlico normal, via la cadena de transporte de electrones mitocondrial
y éstos son detoxificados por enzimas como el glutation, la catalasa y la
superéxido dismutasa. En condiciones hiperglucémicas la célula metaboliza
mas glucosa generando mas radicales libres y acumulando ROS que acabarian
alterando el potencial de membrana mitocondrial y comprometiendo las
funciones celulares sobretodo en las neuronas sensoriales de los ganglios de la
raiz dorsal (Leinninger et al., 2006; Vincent et al., 2007). En estas condiciones
tendriamos activacién del enzima nuclear poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP)
que también se ha descrito por su importante papel en la muerte celular y en el
desarrollo de la complicaciéon (Obrosova et al., 2005a; Pacher and Szabo,
2005), (Garcia Soriano et al., 2001; Obrosova et al., 2004; Pacher et al., 2005;
Szabo, 2005).



Otro mecanismo que podria participar en la patogenia de la ND seria la
activacién de la proteina quinasa C (PKC). Se conoce que la hiperglucemia y la
alteracion en las concentraciones de iones calcio aumentan los niveles
intracelulares de diacilglicerol (DAG), cofactor que activa diferentes isoformas
de la PKC, produciendo hiperalgesia en los modelos murinos de ND (Ohsawa
and Kamei, 1999; Shangguan et al., 2003; Yamagishi et al., 2003; Uehara et
al., 2004; Sluka and Audette, 2006).

Otra consecuencia importante de la hiperglucemia e involucrada también
en la ND es la glicosilacion no enzimatica de proteinas con moléculas de
glucosa formando productos muy estables llamados AGEs (Advanced glycation
end products). Estos productos senalizan via sus receptores, llamados RAGE,
llegando a causar dafo celular ya que modifican proteinas intracelulares
involucradas en transcripcion genética, causan disfuncion celular
interaccionando con proteinas de la matriz extracelular, ademas de alterar la
produccion de citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento (Toth et al.,
2007; Huijberts et al., 2008; Lukic et al., 2008; Sugimoto et al., 2008; Toth et al.,
2008).

En muchos de los estudios referidos anteriormente, las neuronas se
presentan como el tipo celular principalmente afectado por la hiperglucemia y
por los acidos grasos en el caso de diabetes tipo Il, pero también existen otros
estudios que indican que la supervivencia de las células gliales jugaria un papel
importante en el desarrollo de la complicacién (Eckersley, 2002; Sango et al.,
2002; Hill, 2009). Por otra parte, las alteraciones en la expresion de factores
neurotréficos podrian estar implicadas en la patogenia del desarrollo de la ND.
Las neuronas y las células gliales requieren factores troficos que se pueden
definir como proteinas solubles endoégenas que regulan la supervivencia, el
crecimiento, la plasticidad morfologica y la sintesis de proteinas que permiten
las diferentes funciones neuronales. Estas moléculas son necesarias tanto en
el desarrollo embrionario como en etapas adultas. Ademas, son importantes en
procesos de regeneracion de las neuronas dafiadas por seccion, traumatismo o

agentes quimicos.



Una de las moléculas que ha demostrado tener un efecto neurotrofico
importante es CNTF (factor neurotropico ciliar) que se expresa en las células
gliales de SNC y SNP y que tiene una importante funcion en la supervivencia
celular y en la diferenciacion de neuronas sensoriales y motoras (Sleeman et
al., 2000) y existen evidencias de su papel en el mantenimiento de las
neuronas adultas, ya que el ratdbn knock-out para CNTF muestra una estructura

axonal anormal (Gatzinsky KP, 2003).

Después de 1-2 meses de hiperglucemia la expresion de CNTF se
reduce (Calcutt NA, 1992; Tomlinson, 1992). De hecho, la administracion
exdgena de CNTF en forma de proteina recombinante en ratas diabéticas
mejora la velocidad de la conduccion nerviosa y la regeneraciéon (Calcutt NA,
2004). Los resultados mejoran con ensayos de terapia génica utilizando virus
ya que permitian una expresion a mas largo plazo que con la proteina
recombinante (Harvey AR, 2006).

También es importante el papel que desarrolla el sistema IGF (factor de
crecimiento similar a la insulina), que consta de IGF-I, IGF-II, insulina, IGF-I-R y
las proteinas de unién a IGF en la ND. Su funcién en el crecimiento, desarrollo,
metabolismo y supervivencia de muchos tejidos y 6rganos es imprescindible.
En SN, regula la supervivencia tanto en neuronas como en SC y la
diferenciacién neuronal (Feldman et al., 1997; Morrione et al., 2000; Zheng et
al., 2002), promueve la regeneracion en cultivos de neuronas sensoriales
(Fernyhough et al., 1993), estimulando el crecimiento neuritico (Kim et al.,
1997; Rind and von Bartheld, 2002), también promueve el desarrollo de los
oligodendrocitos (Dubois-Dalcq and Murray, 2000; Jiang et al., 2001), y
estimula la mielinizacion de SNC (Copelman et al., 2000) y SNP (Cheng et al.,
1999). También se ha encontrado disminuida su expresion en cultivos
hiperglucémicos de neuronas sensoriales (Giannini et al., 2008), en animales
diabéticos (Jianbo et al., 2002), y en pacientes con diabetes tipo | (Capoluongo

et al., 2006), relacionando sus niveles con el desarrollo de la ND.



Otro factor tréfico que parece estar implicado en la ND es NGF (factor de
crecimiento nervioso). Esta pequefa proteina secretable es muy importante
para la supervivencia y mantenimiento de neuronas sensoriales y simpaticas
(Freeman et al., 2004). Los niveles de expresidn de esta proteina son criticos,
pues la disminucion de la secrecidon por las SCs en condiciones de
hiperglicemia provoca defectos en la regeneracion axonal (Tosaki et al., 2008),
(Pittenger and Vinik, 2003). También se ha descrito que la sobreexpresion de
NGF aumenta la expresion de mediadores de nocicepcion como sustancia P y
CGRP (calcitonina gene-related peptide) en neuronas sensoriales, provocando

alodinia en estos ratones (Cheng et al., 2009).

Aunque menos estudiados que NGF, también se ha encontrado
alteracion de otros factores neurotroficos en ratones diabéticos como BDNF
(factor neurotrofico derivado de cerebro), NT-3 (neurotrofina 3) o GDNF (factor

neurotroéfico derivado de la glia) (Anand, 2004).

La expresion de BDNF esta aumentada después de una lesion en nervio
ciatico y en ratas diabéticas (Mizisin et al., 1997), también en nervios de
pacientes diabéticos con patologia axonal (Sobue et al., 1998). El sistema NT-
3/TrkC se encuentra también alterado en neuropatias periféricas, de hecho se
ha reportado disminucion en la expresion tanto de la NT-3 como de su receptor,
en ratas diabéticas (Fernyhough et al., 1998). Debido a que NGF, BDNF y NT-3
median la respuesta tréfica en subpoblaciones de neuronas periféricas
separadamente, seria posible que la regulacion estuviera condicionada de igual

manera segun el total neuronal de cada subpoblacion.

Ademas, la expresion de GDNF ha sido caracterizada en ratones y
pacientes con neuropatia diabética y su expresion se ha relacionado
directamente con los niveles de la patologia (Yamamoto et al., 1998; Hoke et
al., 2002).



2.1.1. Tratamiento

Debido a la gran variedad de factores causales y contribuyentes en la
patogenia y a toda la sintomatologia presente en la ND, no existe un
tratamiento unico satisfactorio. Se cree que el control de los niveles de glucosa
y de insulina es la parte fundamental del esquema terapéutico, aunque no es
suficiente pues los pacientes, tratados con insulina, finalmente desarrollan las
complicaciones. Ademas los pacientes diabéticos que han recibido transplante
de pancreas igualmente acaban desarrollando complicaciones como la ND
sugiriendo que es muy importante realizar el tratamiento de las complicaciones
al inicio de la enfermedad (Navarro et al., 1991; Navarro et al., 1997). Para ello
es necesario conocer las causas fisiopatoldgicas que llevan a desencadenar

esta complicacion de la DM.

En el aspecto farmacolégico se han utilizado compuestos dirigidos a los
mecanismos causales del desarrollo de la complicacion. Los mas utilizados
hasta la actualidad son los inhibidores de la aldosa reductasa (ARIs) (Demiot et
al.,, 2006; Hotta et al., 2006). Estos inhibidores mejoran la activacion y la
apoptosis glial ademas del estrés oxidativo presente en la ND (Drel et al.,
2008), el deficit en la expresion de factores neurotréficos que se da en los
modelos murinos (Cunha et al., 2008; Shimoshige et al., 2010), ademas de
mejorar el tamafo y la densidad de las fibras nerviosas que se desarrolla
durante la diabetes y la velocidad de conduccion motora, con rangos de mejora
sobre el 10% (Matsumoto et al., 2008). Los ensayos clinicos en pacientes con
estos inhibidores, parecen tener un efecto beneficioso en cuanto a la
percepcion subjectiva de la complicaciéon por parte de los pacientes, aunque
realmente las mejoras a nivel de conductividad motora y sensorial son leves, no

superiores al 5% (Kawai et al., 2009; Matsumoto et al., 2009).

Como se ha explicado anteriormente uno de los sintomas que mas
afecta a la calidad de vida de los pacientes con ND es el dolor neuropatico, por
tanto muchos de los estudios van encaminados a encontrar un tratamiento para
el dolor. Se han utilizado diferentes tipos de analgésicos en ensayos clinicos,

siendo la licosamida, medicamento que disminuye la activacién de los canales



de sodio, el que ha dado mejores resultados con una reduccion significativa del
30% del dolor en algunos de los pacientes, (Doty et al., 2007; Shaibani et al.,
2009; Wymer et al., 2009). Desgraciadamente estos tratamientos son
solamente utiles para algunos pacientes, y cada vez se tienen mas evidencias
que éste tiene que ser completamente personalizado y segun la sintomatologia
del paciente el analgesico debe ser diferente (Jensen et al., 2009; Kroenke et
al., 2009; O'Connor and Dworkin, 2009). La estimulacion eléctrica nerviosa
transcutanea también se ha utilizado para paliar el dolor neuropatico, pero sin
observarse ningun beneficio significativo para los pacientes (Moharic and
Burger, 2009; Binder and Baron, 2010; Dubinsky and Miyasaki, 2010; Swislocki
et al., 2010).

En modelos murinos se ha testado el efecto de diferentes moléculas
antioxidantes como el acido lipoico (Cameron et al.,, 2001a; Varkonyi and
Kempler, 2008), la dimetiltiourea (Cameron et al., 2001b), allopurinol y taurina
(Li et al., 2005b; Kim et al., 2007), observandose una mejoria sobre el 10%,

aunque solo en la hiperalgesia mecanica.

El uso de inhibidores de PARP (linytska et al., 2006; Stevens et al.,
2007; Obrosova et al., 2008; Pacher, 2008; Sharma et al., 2008) y de algunas
isoformas de la PKC (Joy et al., 2005; Honda et al., 2007; Danis and Sheetz,
2009) también han demostrado reducir ligeramente, sobre un 10-15%, la
hiperalgesia termal y mejorar la pérdida de fibras nerviosas que se produce

durante la ND.

La utilizacion de terapias con factores neurotréficos también se ha
reportado como tratamiento para la ND. Asi por ejemplo la administracién de
GDNF en modelos murinos mejora las funciones neuronales y restaura parte
del déficit neurotrofico (Akkina et al., 2001; Anitha et al.; 2006; Liu et al.,
2009a). Otro de los factores troficos utilizado es CNTF, su administracion
mejora la conduccion nerviosa asi como el déficit en la regeneracion durante la
diabetes, en un rango del 10-15% (Calcutt NA, 2004; Mizisin et al., 2004). La



administracién de IGF-lI también ha mostrado efectos positivos, sobre un 10%
en la hiperalgesia y también en la conduccién nerviosa (Thrailkill, 2000;
Mohamed-Ali and Pinkney, 2002; Brussee et al., 2004; Chu et al., 2008; Homs,
2010). También se ha utilizado NGF como posible tratamiento, donde se
describié que mediaba una disminucién en la nocicepcion en ratones pero
finalmente los ensayos clinicos casi no mostraron beneficios en pacientes

(Apfel, 2002; Christianson et al., 2003b; Walwyn et al., 2006).

Otras de las moléculas utilizadas para el tratamiento de la ND son la
interleuquina-6 (1I-6) y el péptido C. La II-6 es un miembro de la familia de
citoquinas neuropoyéticas y estad descrito que tiene una multifuncionalidad
bioldgica tanto regulando las diferentes fases de la respuesta inmune como en
el desarrollo neuronal y como factor neurotréfico. La administracion de la
citoquina II-6 en ratas diabéticas ha mostrado tener efectos beneficiosos en la
disfuncion nerviosa como en la nocicepcidn (Andriambeloson et al., 2006;
Cameron and Cotter, 2007).

También esta descrito el efecto insulinomimético que ejerce el péptido C,
que igual que la insulina no esta presente en los pacientes con diabetes tipo |I.
Aunque el péptido C no tiene un efecto inmediato en la hiperglucemia, si que
participa en la sefnalizacion de la via de la insulina, inhibiéndola a elevadas
concentraciones y actuando sinérgicamente a bajas concentraciones. Ademas,
diferentes estudios han mostrado que estimula la expresion de NGF, IGF-I y
sus receptores (Sima, 2004; Sima et al., 2004; Kamiya et al., 2005). La
utilizacién del péptido C para el tratamiento de la ND, mejora los niveles de la
conduccidn nerviosa (Ekberg et al., 2007; Zhang et al., 2007; Ekberg and
Johansson, 2008; Sima and Kamiya, 2008).

3. TERAPIA GENICA

La terapia génica consiste en la transferencia de material genético al

nucleo de las células, para curar una enfermedad o para mejorar el estado



clinico del paciente mediante un conjunto de técnicas que permiten vehiculizar
secuencias de DNA o de RNA al interior de las células diana para modular asi
la expresion de determinadas proteinas que se encuentran alteradas y poder
revertir el trastorno biolégico que provocan. Las enfermedades para las cuales
se desarrollan protocolos de terapia génica suelen ser aquellas donde la
farmacoterapia convencional resulta poco eficaz. Existen pocas enfermedades
de origen genético en las cuales sea factible suministrar la proteina deficitaria
de forma farmacéuticamente efectiva debido a su naturaleza labil y compleja y

a la necesidad de hacerla llegar a un dominio subcelular especifico.

La terapia génica es una de las disciplinas de la biomedicina con
aplicaciones potenciales en el tratamiento de enfermedades genéticas y no
genéticas y para vacunacion. Para el tratamiento de enfermedades genéticas o
cronicas, se requiere la expresion del gen terapéutico durante gran parte de la
vida del paciente y a un nivel que sea terapéutico para revertir el fenotipo de la
enfermedad. Este hecho hace que sea imprescindible el desarrollo de vectores
seguros que permitan la expresiéon del transgén durante largo plazo y que evite
la respuesta inmune del paciente, punto imprescindible para que estos vectores

puedan ser utilizados en protocolos de terapia génica in vivo.

Actualmente los vectores utilizados en terapia génica se dividen en dos

grandes grupos, los vectores virales y l0os no virales.

La terapia génica viral consiste en la introduccién de material genético
mediante el uso de vectores viricos, éstos pueden presentar un tropismo
diferente y especifico para diferentes tipos celulares y eso permite una mayor
eficiencia para transducir el érgano diana. Los vectores virales mas utilizados
actualmente en ensayos clinicos incluyen retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados (AAV), lentivirus (HIV-1), vaccinia virus y herpes simplex virus
(HSV). Asi, dependiendo de la célula diana y de la necesidad de expresar el
transgén de forma transitoria o permanente se puede utilizar un tipo de vector u
otro. Hasta ahora la mayoria de ensayos clinicos que se estan realizando son

con vectores adenovirales aunque los vectores adenoasociados tienen cada



vez un papel mas prometedor por la existencia de diferentes serotipos que
amplian su tropismo, sin olvidar su menor respuesta inmunoldgica que les
proporciona mas estabilidad. De momento, ningun vector disponible satisface

del todo los criterios de un sistema de terapia génica ideal (Romano, 2000).

Los lentivirus son virus de ssRNA que estan clasificados dentro de la
familia Retroviridae. Su replicacion se realiza a través de la formaciéon mediante
retrotranscripcion de un DNA provisional y luego insertado en el genoma de la
célula huésped, por lo que dependen de enzimas transcriptasas inversas y de
integrasas de la célula diana. Los lentivirus tienen la interesante propiedad de
ser capaces de infectar células que estén en contacto con la que ocupan sin
necesidad de formar particulas extracelulares (viriones), mediante la formacién

de sincitios con células sanas.

Los viriones contienen cuatro genes principales que codifican para las
proteinas necesarias para la regulacion y la replicacion de la sintesis del DNA,
y los extremos estan flanqueados por LTR (long terminal repeats). Para su
utilizacién como vectores virales los genes virales son delecionados y sustuidos
por los genes terapéuticos. Se han utilizado ampliamente in vitro, pero no in
vivo, basicamente porque no presentan una infeccion especifica celular (Harper
and Gonzalez-Alegre, 2008; Li and Rossi, 2008).

La terapia génica no viral se basa en la utilizacion de métodos fisico-
quimicos para la introduccién del gen terapéutico y se clasifican en lipidos o
polimeros cationicos. Estos vectores son de facil generacion y en cuanto a
longitud del gen de interés no hay limitacién. Para la utilizaciéon de los lipidos
cationicos, éstos se mezclan con el DNA formando lipoplexos. La eficiencia de
transferencia de estos complejos esta afectada por muchos factores como el
tipo celular utilizado, la estructura y proporcion del propio lipido y la cantidad
total de lipoplexo utilizada para la transferencia (Gao et al., 2007). Una de las
principales problematicas que presentan estos vectores es la alteracion en la
carga de las membranas celulares lo que puede llegar a generar agregaciones
a nivel protéico y citotoxicidad (Li et al., 1999). Se ha intentado solucionar este

problema conjugando los lipoplexos con polietilenglicol (PEG) para reducir



Introduccion

estos problemas citotdéxicos (Ambegia et al., 2005), pero estudios recientes han
mostrado que estos complejos con PEG inyectados repetidamente activan la
respuesta inmune (Ishida et al., 2006; Judge et al., 2006). Los polimeros
catidnicos utilizados se basan en poliplexos formados mediante la unién del
DNA con polietilenimina (PEI). Sin embargo estos complejos también han

mostrado tener citotoxicidad en ciertos casos (Fischer et al., 2003).

Se estan estudiando otras estrategias con vectores no virales como la
utilizacién de péptidos que permitan la condensacion del DNA. Estos complejos
protegen al DNA de la actividad endonucleasa, hecho esencial para la llegada
al nucleo y la expresion final del transgén. Los péptidos mas utilizados son el
core peptidico adenoviral Mu (u) (Goparaju et al., 2009), el péptido de la
proteina transactivadora (Tat) del HIV (Rudolph et al., 2003; Soundara
Manickam et al., 2005) y péptidos procedentes de las histonas (Baake et al.,
2001; Keller et al., 2002). La utilizacién de estos péptidos aun estan en estudio

y su eficiencia de transfeccion sigue siendo baja.

En los ultimos afos se han realizado diferentes ensayos clinicos en fase

[, Il'y lll, con diferentes vectores (Ver Figura 10).
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Figura 10. Vectores usados en ensayos clinicos de terapia génica. Esquema de
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Los vectores adenovirales son los mas utilizados en ensayos clinicos,
principalmente para el tratamiento contra el cancer. Se estan realizando
modificaciones en los genomas para proveer al vector de un tropismo
especifico para las células cancerigenas (Tang et al., 2009; Gomez-Gutierrez
et al., 2010). Se han utilizado principalmente como terapia para diferentes tipos
de tumores como los de cabeza y cuello, bucales, faringeos y glioblastomas
siendo ellos los propios quimioterapicos (Wilson, 2002; Relph et al., 2005; Jiang
et al., 2009), o siendo los portadores de genes supresores de tumores, genes
suicidas, inmunoterapicos o moléculas antiangiogénicas que ayuden en la
terapia antitumoral (Wang et al., 2009; Ma et al., 2010; Peng and Jordan, 2010;
Pickel et al., 2010). Se realizaron diferentes ensayos con vectores retrovirales
para inmunodeficiencias que tuvieron éxito, la mayoria de los pacientes mostro
mejoras en la funcionalidad y el numero de células B y T, pero posteriormente
desarrollaron efectos severos. El reporte actual de uno de los ensayos para X-
SCID es que después de la terapia, 5 de los 20 pacientes desarrollaron
leucemias debido a la integracion del transgén en el genoma de los pacientes
se produjo préxima a protooncogenes, produciendo la muerte de uno de los
pacientes (Rans and England, 2009). A partir de este suceso se realizaron
muchos estudios sobre los posible “hot spots” para la integracion de estos
vectores (Cattoglio et al., 2007; Moalic et al., 2009), postulando los lentivirus
como alternativa a los retrovirus humanos, y ademas hizo que los vectores con
un indice de integracién bajo adquirieran una relevancia mas considerable

debido a su mejor bioseguridad ya que se evita la mutagénesis insercional.

Sin embargo los vectores integrativos se han seguido utilizando para
terapia génica celular. Recientemente se realizdé un ensayo clinico con vectores
lentivirales en pacientes con adrenoleucodistrofia donde las células autdlogas
CD34+ de los pacientes se corrigieron con los vectores codificando para la
proteina ABCD1, gen donde se encuentran las mutaciones responsables del
desarrollo de la enfermedad. Los resultados preliminares de esta terapia
muestran la interrupcién del progreso de la desmielinizacién presente en SNC

de los pacientes tratados (Cartier et al., 2009).



El éxito de la terapia génica en ensayos clinicos en humanos depende
del desarrollo de vectores que se puedan producir a gran escala, que puedan
ser administrados por una ruta no invasiva y que tengan la capacidad de
transducir solo las células deseadas en el tejido diana. Ademas, su
inmunogenicidad tendria que ser baja y poseer una alta capacidad para
introducir cDNA de secuencias suficientemente grandes y permitir expresar el
transgén de forma terapéutica bajo una regulacion controlada durante el

periodo de tiempo deseado.

3.1. VECTORES ADENOASOCIADOS

Los virus adenoasociados son miembros de la familia Parvoviridae, del
geénero Dependovirus y requieren de un helper virus como adenovirus o herpes

simplex virus para su proliferacion y replicacién de los viriones.

Los adenoasociados silvestres (wf) se integran en el genoma de la célula
diana y establecen una infeccion latente en ausencia del helper virus. La
integracion en genoma de la célula huésped es especifica, con una elevada
frecuencia en el cromosoma 19 (19g13-qter). En los vectores recombinantes se
elimina practicamente esta capacidad de integracion en la célula diana

delecionando el gen Rep que codifica para la replicacion.

Los vectores adenoasociados tienen la capacidad de infectar tanto
células en division como quiescentes, hecho que hace que puedan ser
utilizados ampliamente como vectores virales. El virion tiene un diametro entre
18-26nm y un peso molecular de 5,5-6,2MDa. El genoma viral esta formado por
una cadena sencilla de DNA (ssDNA) de 4,7kb en la cual encontramos los
Inverted Terminal Repeats (ITRs) en los extremos 5’ y 3’, secuencias ricas en
dinucledtidos guanina-citosina que permite la formacion de estructuras
palindrémicas. Estos ITRs flanquean dos largas pautas de lectura (ORFs) que

corresponden a los genes Rep y Cap y que equivalen al 90% del genoma viral.

Los ITRs, a ambos lados, tienen tres funciones principales: el extremo 3’

sirve de encebador para la sintesis de la nueva cadena de DNA, es el sitio de



unién para las proteinas Rep78 y Rep68 (RBS, Rep binding site) donde se
inicia la funcion de helicasas y endonucleasas y contienen la Terminal
Resolution Site (TRS), secuencia idéntica a una region del cromosoma 19 que

tiene la funcidn de secuencia de integracion del genoma viral (Wu Z, 2006).

El gen Rep codifica para cuatro proteinas (Rep78, Rep68, Rep52 y
Rep40) que tienen un papel importante en muchos pasos del ciclo viral. Los
MmRNAs codifican para cuatro proteinas que se transcriben a partir de dos
promotores, p5 y p19, el primero activa la transcripcién de las proteinas Rep78
y Rep68. Son proteinas esenciales para la replicaciéon del DNA viral, para el
control de transcripcion y del sitio de integracién. El promotor p19 activa la
transcripcion de Rep52 y Rep40 cuya funcion es agrupar las cadenas sencillas
del genoma para que sean encapsidadas posteriormente. El gen Cap codifica
para tres proteinas de la capside viral: VP1, VP2 y VP3 que se transcriben a
partir de p40 (Ver Figura 11). Estas proteinas forman las 60 subunidades de

las capsides virales, presentando una simetria icosahédrica (Lu, 2004).
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Figura 11. Genoma de un virus adenoasociado

Cuando se utilizan los virus adenoasociados como vectores, se
delecionan los genes Rep y Cap, que se sustituyen por el transgén de interés y
sus secuencias reguladoras, las cuales se han de suministrar en trans junto a
los genes de un adenovirus o herpes simplex virus durante la produccién del

vector viral. Como vectores de terapia génica tienen una limitacion de tamano,



ya que la longitud del transgén no puede exceder las 4,7kb que es la

equivalemente a la longitud del genoma wt (Maheshri N, 2006).

A pesar de su efectividad como vectores virales para terapia génica, los
AAVs presentan un paso limitante en el proceso de infeccion de la célula diana,
su genoma es de cadena sencilla (ssDNA). Por ese motivo se requiere de la
maquinaria transcripcional celular para la sintesis de la cadena
complementaria, una vez realizada la infeccién, por lo que las DNAsas de las
células huésped pueden eliminar el DNA viral. Para solventar este punto,
actualmente se estan trabajando con una variante de vectores adenoasociados
llamados sc-AAV (self complementary), que se encapsidan en forma de
dimeros o de DNA de cadena doble (dsDNA) de manera que la efectividad de
infeccion mejora ya que no tienen que sintetizar la cadena complementaria y
asi también se acelera el proceso de infeccidon (Storek et al., 2006; Hollis et al.,
2008). El inconveniente de estos vectores es que la capacidad queda reducida

a la mitad, no pudiendo sobrepasar el tamafo del transgén las 2,35kb.

Los AAVs se empezaron a utilizar como vectores de terapia génica
porque no causaban enfermedades en humanos a pesar de tener anticuerpos
neutralizantes en circulacion y porque comparados con los adenovirus no
activaban una respuesta inmune del huésped (De Wit J, 2006). Sin embargo
ensayos clinicos con AAV2 en musculo esquelético han puesto de manifiesto
una respuesta inmune que no se habia detectado en los ensayos preclinicos
(Mingozzi et al., 2007). Estudios realizados muestran una activacion de la
respuesta inmunoldgica debido a la capacidad de los AAVs de infectar células
dendriticas, y se estan realizando estudios de posibles mecanismos de
modulacion de la respuesta, ademas de variaciones en la dosis viral utilizada,
para poder realizar los ensayos sin pérdida del vector viral ni del transgén
(Herzog et al., 2002; Wang et al., 2007; Peden et al., 2009).

Algunos ensayos clinicos con vectores adenoasociados que se estan
realizando o ya han finalizado van dirigidos para enfermedades pulmonares
como la fibrosis quistica (Flotte et al., 1996; Flotte et al., 2003; Moss et al.,

2007), en los pacientes deficientes en alfa-1-antitripsina (Song et al., 2001;



Flotte et al., 2004). También para enfermedades con afectacién en SN como
Parkinson (Mochizuki and Mizuno, 2003; Feigin et al., 2007), o enfermedad de
Canavan (Leone et al., 1999; McPhee et al., 2006), para hemofilia (Kay et al.,
2000; Manno et al., 2006), y para enfermedades oculares como la amaurosis
congénita de Leber (Maguire et al., 2009; Georgiadis et al., 2010), siendo estos
ultimos los ensayos que mas éxito han reportado y donde los pacientes
llegaban a recuperar una parte de la capacidad visual y podian observar

sombras.

3.1.1. Serotipos de virus adenoasociados

Cuando se empezaron a describir los virus adenoasociados, para definir
un nuevo serotipo se determinaba si los sueros especificos con anticuerpos
neutralizantes para los serotipos ya descritos inhibian la nueva muestra (Erles
et al., 1999). Siguiendo este sistema de caracterizacién se identificaron seis
AAVs diferentes, los serotipos del 1 al 6 que se aislaron de soluciones stock de
adenovirus, con excepcion del AAVS5 que se aislo directamente de tejido
humano (Schmidt et al., 2006). De los 6 serotipos primeramente descritos sélo
AAV4 se le atribuye origen en primates no humanos. Con el tiempo se han ido
definiendo nuevos serotipos hasta mas de 100 variantes a partir de secuencias
aisladas de DNA de tejidos humanos y de primates mediante PCR (Gao et al.,
2003). Se ha secuenciado la region del genoma del AAV que codifica para las
proteinas de la capside donde se ha observado una mayor variabilidad en las
regiones mas externas. Estas regiones comprenden alrededor del 18% de la
capside viral y estas pequefias variaciones pueden dar las caracteristicas
estructurales y funcionales especificas a cada serotipo (Van Vliet et al., 2006).
Ademas estas secuencias se han utilizado para relacionar todos los serotipos
filogenéticamente y clasificar a los diferentes serotipos en 6 clados que se
definen como grupos monofiléticos es decir, que presentan un mismo taxén
ancestral (Ver Figura 12). Los clados A, B, C y D presentan AAVs de origen
humano, E tiene AAVs de origen de primate no humano y el clado F presenta

AAVs de los dos origenes.
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Figura 12. Representacion filogenética de los vectores adenoasociados segun
(Vandenberghe et al., 2009)

Se ha propuesto la utilizacion de serotipos alternativos para aumentar la
eficiencia de transfeccion de determinados tejidos y también para evitar la
respuesta inmune humoral generada por una infecciébn natural o por
tratamientos anteriores con AAVs. Ademas, la generacién de vectores
quiméricos (pseudotipos) combinando la capside de un serotipo con el genoma
de otro facilita la generacién y produccion de estos vectores en el laboratorio
(McCarty et al., 2004).

3.1.2. Transferencia génica con vectores AAV

Desde que se empezaron a utilizar los vectores adenoasociados como
herramienta de terapia génica, el vector por excelencia mas utilizado fue el
AAV2 pues era el mejor caracterizado. Se realizaron muchos estudios de

tropismo con AAV2 y se observdo que tenia una elevada capacidad de



transduccion para diversos tejidos como musculo esquelético y cardiaco,
epitelio pulmonar, higado y cerebro. Posteriormente y con la descripcion de los
diferentes serotipos de vectores adenoasociados se comparé la transduccién
de los nuevos vectores con el AAV2 en diferentes tejidos. Asi, después de su
administracion localmente AAV1, 3, 5, 6, 7, 8 y 9 s6n mas eficientes en la
transduccion de musculo (Apparailly et al., 2005; Arruda et al., 2005; Riviere et
al., 2006; Palomeque et al., 2007; Vandendriessche et al., 2007), higado
(Hacker et al., 2005), sistema nervioso central (Taymans et al., 2007; Foust et
al., 2009), pancreas (Cheng et al., 2007; Craig et al., 2009) y retina (Surace and
Auricchio, 2008; Klimczak et al., 2009; Kolstad et al., 2010), que AAV2,
mientras que si se quiere transducir pulmén AAV5 y AAV6 son mas indicados,
(Li et al., 2009; Limberis et al., 2009; Liu et al., 2009b).

Debido a la capacidad de los vectores adenoasociados de infectar
células diferenciadas o quiescentes, hace que éstos sean muy atractivos para
su utilizacion en la transduccion de sistema nervioso. Igual que para los demas
tejidos, los vectores AAV2 son los que se han utilizado mas extensamente ya
que presenta una elevada eficiencia de transduccion de neuronas de las
diferentes estructuras cerebrales (Tenenbaum L, 2000). Sin embargo cada vez
mas, la caracterizacion de nuevos serotipos recombinantes esta mejorando la
eficiencia de transduccion y la difusién a diferentes regiones cerebrales vy

medula espinal.

Asi, en SNC se han testado diversos serotipos en diferentes ensayos.
Se ha estudiado que AAV1 y AAVS5 transducen mas neuronas que AAV2 (Xu,
2005), (Passini MA, 2003) y, AAV4 presenta especificidad por las células
ependimales de los ventriculos cerebrales. AAV1, 2 y 5 también transducen

células ependimales (Burger C, 2004).

En regiones como el estriado, hipocampo (region hiliar y neuronas
piramidales), globus pallidus, sustancia negra, cerebelo y médula espinal,
AAV1 y AAVS5 presentan una elevada transduccion en estas zonas y alta
capacidad de difusion en el parénquima cerebral que no se ha observado para

AAV2 ademas de que solo tiene especificidad por la regidn hiliar del hipocampo



(Burger C, 2004; Klugmann M, 2005). En otros estudios realizados en SNC
inyectando los serotipos AAV7, 8 y 9 y rh10, se ha observado transduccion en
neuronas de cortex, estriado, hipocampo y talamo, mostrando el AAVrh10 una
mejor eficiencia de transduccion en la regidn talamica comparado con AAVS,
sin embargo siendo mas eficiente en cortex AAV7 y 9. Al observar la capacidad
de difusion a la region contralateral desde el lugar de inyeccioén, el serotipo con
mayor eficiencia es AAV9, seguido por AAVrh10, 7 y 8 (Cearley CN, 2006).
Principalmente se cree que el tropismo especifico de los diferentes vectores
para un tipo celular concreto se debe a la estructura de la capside y a la
interaccidn con receptores especificos, pero también se ha comparado el
sistema de purificacion durante la produccion de los vectores AAVS, 9, rh10 y
rh43 por iodixanol y por cloruro de cesio. El tropismo de AAV8 varia segun el
método de produccion, puesto que al ser purificado mediante gradiente de
iodixanol transduce mayoritariamente neuronas, y pasa a transducir astrocitos
al ser producido mediante cloruro de cesio, debido seguramente a la presencia
de proteinas contaminantes de la preparacion con cloruro de cesio (Klein et al.,
2008).

Para SNP se han utilizado de manera eficiente los HSV. Son exclusivos
de neuronas y se distribuyen por el SN mediante transporte axonal retrégrado
(Chattopadhyay M, 2005). Sin embargo, a diferencia de los vectores AAV, los
vectores HSV utilizados contienen la mayoria de los genes silvestres por lo
que podrian dar problemas de bioseguridad en ensayos clinicos. Ademas, la
expresion a largo plazo de genes terapeéuticos dirigidos por HSV necesitan
promotores de genes latentes de estos virus que no permiten una expresion
elevada, en cambio en los vectores AAV se pueden incorporar promotores
especificos de tejido y/o fuertes que permitiran una expresion elevada y

especifica (Shevtsova Z, 2005).

Se ha administrado AAVS8 via intraperitoneal e intravenosa en ratones
neonatos y se ha observado transduccion tanto de neuronas sensoriales como
motoras, aunque también en SNC, corazdén, pulmén, higado y musculo
esquelético, debido seguramente a la débil barrera hematoencefalica a esta

edad (Foust et al., 2008). La eficiencia de transduccion en SNP aumenta si el



serotipo administrado es AAV9 pero también se ha observado infeccién en
tejidos no nerviosos (Duque et al., 2009). Al variar la via de administracion de
los vectores virales, la capacidad de transduccién de los vectores también se
ve afectada. Comparando los serotipos AAV1, 2, 3 y 5 inyectados
intratecalmente, el serotipo mas eficiente es AAV1 seguido por AAVS (Storek et
al., 2006), con una transduccién casi nula por parte de AAV2 y AAV3. Se ha
observado una transduccion especifica de neuronas sensoriales si se inyecta
AAVS8 (Storek et al., 2008). Debido a la capacidad de retrotransportarse
axonalmente de algunos serotipos, se han inyectado intramuscularmente AAV1
y AAV8 mostrando transduccion especifica de neuronas sensoriales y motoras,
aunque existen diferencias segun el serotipo, mientras que AAV1 sdlo se
expresa en la regidon de la médula espinal préxima al sitio de inyeccién, AAV8

difunde por la region contralateral al lugar de inyeccién (Hollis et al., 2008).

En definitiva, la transduccion de diferentes regiones del SNP como
neuronas sensoriales y motoras mediante terapia génica con vectores
adenoasociados podria llegar a ser un tratamiento alternativo para las

enfermedades que afectan los nervios periféricos como la neuropatia diabética.



OBJETIVOS






La diabetes mellitus es un trastorno multisistémico y multifactorial que
tiene como caracteristica principal el aumento de los niveles de glucosa en
sangre (hiperglucemia). A pesar del tratamiento con insulina, los pacientes con
diabetes acaban desarrollando diferentes complicaciones como la neuropatia
diabética (ND), que presenta una prevalencia del 60% del total de los

pacientes.

Debido a la gran variedad de factores causales que contribuyen en la
patogenia y a la sintomatologia presente de la ND, no existe un tratamiento
unico satisfactorio. Para ello, y como objetivo general, nos planteamos la
necesidad de profundizar en el mecanismo patogénico que lleva al desarrollo
de la complicacion y especialmente en qué tipo celular esta primariamente
afectado al inicio del desarrollo de la complicacion con el fin de poder abordar

estrategias de tratamiento alternativas.

Para conseguir este objetivo general, nos planteamos los siguientes

objetivos especificos:

1. Analizar el efecto del aumento de la concentraciéon de glucosa sobre
las SC in vitro, en cultivos establecidos y primarios, en cocultivos de
SC y neuronas sensoriales primarias e in vivo en nervios ciaticos de

ratones diabéticos.

2. Analizar el efecto del aumento de la concentracidén de glucosa en las
neuronas in vitro, en cocultivos de SC y neuronas sensoriales
primarias, en cultivos purficados de neuronas sensoriales y en
cultivos de motoneuronas e in vivo en ganglios de la raiz dorsal y en

médula espinal de ratones diabéticos.

3. Producir vectores virales con genes terapéuticos, testar su
funcionalidad y evaluar su potencial como tratamiento alternativo en

un modelo de ND.






RESULTADOS






1. EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION DE
GLUCOSA EN CULTIVOS DE CELULAS DE SCHWANN

1.1. Estudio de la expresion de PO en cultivos de SC

En la patologia de la neuropatia diabética los componentes tanto
periféricos como somaticos estan dafados y los pacientes presentan
alteraciones electrofisiolégicas en estos nervios. No obstante, existe
controversia en cual es el tipo celular primariamente afectado por la
hiperglucemia/hipoinsulinemia de los pacientes con esta complicacion. Se ha
descrito la disminucién de la capacidad de regeneracion del SNP de los
pacientes diabéticos. Ademas, es conocido el papel de las SC en la
regeneracion, su capacidad de desdiferenciacion, proliferacion y diferenciacion
en SC mielinizantes. Por eso, en una fase inicial del estudio estudiamos qué
grado de afectacion presentaban las SC cultivadas con diferentes
concentraciones de glucosa. Para estos experimentos se utilizaron dos cultivos

establecidos (RT4 y S16) y cultivos primarios de SC.

Habitualmente los cultivos celulares se realizan con unas
concentraciones de glucosa de 25mM, consideradas hiperglucémicas para los
humanos. Por este motivo, antes de empezar cada experimento se les realizo
un “starving” de 16 horas, con medio con baja glucosa (5,5mM), para conseguir
sincronizar todas las células y poder observar el efecto del tratamiento con la
misma concentracion de glucosa a la que normalmente estan cultivadas. Por
otra parte, en los primeros experimentos también se quiso testar el papel de la
insulina en la afectacion de la expresion de los genes a analizar, de ahi que se
utilizara el medio suplementado con 1% y 10% de FBS que recrea la

hipoinsulinemia y la hiperinsulinemia respectivamente.



Resultados
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Figura 13. Imagenes de los cultivos de RT4, S16 y SC primarias incubados con

diferentes concentraciones de glucosa. Imagenes tomadas a 100X aumentos.

En las imagenes de la Figura 13 se pueden observar los cultivos de SC
utilizados en los experimentos de analisis de expresion de la proteina PO,
donde no se observan diferencias morfolégicas significativas ni muerte celular
después de realizar el starving e incubar con 5,5 y 25mM de glucosa. Aunque
no se muestran, tampoco se observaron cambios en cuanto a estos parametros

con las diferentes concentraciones de FBS utilizado.
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En el primer experimento se analizo la expresion de la principal proteina
de la mielina, PO, mediante real-time PCR en cultivos de SC después de
hacerles un starving O/N e incubacién durante 24h en diferentes

concentraciones de glucosa e insulina.

PO

2,5 -
s 2 M RT4
.ﬁ mSi6
T:." 1,5 - 11 SC primarias
c
9
[T} i
A 1
1
3
w 0,5 - J | *:c

5,5 mM Glucosa, 25 mM Glucosa, 5,5 mM Glucosa, 25 mM Glucosa,
10% FBS 10% FBS 1% FBS 1% FBS

Figura 14. Expresion de PO en RT4, S16 y SC primarias cultivadas con 5,5mM o 25mM
de glucosa y con 1% o 10% de FBS.
(n=6 para cada condicion; *p<0,05y **p<0,01)

Los resultados obtenidos mediante PCR cuantitativa en la Figura 14,
muestran una disminucién en la expresion de la proteina PO del 60% en RT4,
80% en S16 y 55% en SC primarias cuando se mantiene constante el FBS al
10% y se aumenta la glucosa, siendo una disminucion estadisticamente
significativa (p<0,05 en RT4 y SC primarias; p<0,01 para S16). Ademas,
cuando se mantiene constante el FBS al 1% y se aumenta la glucosa también
disminuye la expresion de PO en un 55% para RT4, un 50% en S16 y un 61%
en SC primarias, siendo una disminucion estadisticamente significativa (p<0,01

para RT4 y SC primarias; p<0,05 para S16).

En otro experimento y viendo que la expresion de PO no estaba
influenciada por el % de FBS, se incubaron las SC primarias con

concentraciones crecientes de glucosa.
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Al analizar los resultados de mRNA de la Figura 15 podemos observar
que existe una disminucién de la expresion alrededor del 50% de PO con
25mM, estadisticamente significativa (p<0,01) pero que no se ve incrementada

a concentraciones de glucosa mas elevadas.

En estos cultivos se intentaron analizar por real-time PCR la expresion
de otras de las principales proteinas de la mielina y también de diferentes
factores de transcripcion implicados en mielinizacion, pero la cantidad de
MRNA que habia en las muestras era demasiado pequena y quedaba fuera del
limite de deteccidn lineal de la técnica por lo que no se pudieron conseguir

resultados fiables.

Para confirmar la disminuciéon de la expresién de la proteina PO, se
realizd un experimento de transfeccién en los cultivos establecidos con un
plasmido que contenia el cDNA de GFP bajo promotor de la proteina PO y 48h
después se realizé el starving de las células y se incubaron con 5,5 y 25mM de
glucosa y también con 1% y 10% de FBS, para posteriormente estudiar el
porcentaje de células GFP" y observar el efecto de los cambios en la

concentracion de glucosa e insulina sobre el promotor.



Figura 16. Andlisis del efecto de la glucemia sobre el

A promotor PO. A) Representacion esquematica del

plasmido utilizado en la transfeccion, que expresa la

proteina GFP bajo el promotor de la proteina PO. B)

Representacion de las células GFP* en cada condicion

pGG2I GFP WPRE

7845 bp de cultivo, normalizadas por las células GFP™ obtenidas

con un plasmido que presentaba un promotor ubicuo y
no alterable con las diferentes condiciones de cultivo
para normalizar las diferencias de transfeccion en las
distintas condiciones metabdlicas.

(n=6 para cada condicion; *p<0,05 y **p<0,01)

Expresion de GFP bajo promotor PO
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% de células GFP*

5,5mM Glucosa, 25mM Glucosa, 5,5mM Glucosa, 25mM Glucosa,
10%FBS 10%FBS 1%FBS 1%FBS

Los resultados de FACS de la Figura 16, muestran una diminucién en la
expresion de PO del 80% en RT4 y 55% en S16 cuando se mantiene constante
el FBS al 10% y se aumenta la glucosa, siendo una disminucién
estadisticamente significativa para RT4 y S16 (p<0,01). Ademas cuando se
mantiene constante el FBS al 1% y se aumenta la glucosa, también disminuye
la expresion de PO en un 80% tanto en RT4 como S16, disminucién

estadisticamente significativa para ambos cultivos celulares (p<0,01).




Resultados

Estos datos demuestran que independientemente del % de FBS utilizado
la elevada concentracion de glucosa esta disminuyendo la expresion de GFP
dirigida por el promotor PO, ya que esta disminuyendo la actividad del promotor
de la principal proteina de la mielina. No se observaron cambios en la
expresion con un promotor CAG (promotor del citomegalovirus (CMV) con
enhancer de chicken [-actin), datos que fueron utilizados para normalizar la

expresion de GFP.

1.2. Estudio de la expresion de las principales proteinas de la

mielina en cocultivos de SC y neuronas sensoriales primarias

Los cocultivos de SC y neuronas sensoriales primarias son un modelo in
vitro de mielinizacién que nos permite estudiar con mas detalle el efecto de la
elevada concentracién de glucosa sobre las proteinas de la mielina producidas

por las SC.

Las imagenes tomadas a diferentes dias de cultivo permiten ver la

evolucion del estado de los cocultivos hasta la mielinizacion.

Figura 17. Imagenes de los cocultivos
de SC y neuronas sensoriales primarias
a diferentes dias de cultivo. A) 5 dias
de cultivo con antimitoticos, B) 5 dias
de cultivo sin antimitéticos, C) 10 dias
de cultivo. La imagen A esta tomada a
100X aumentos y By C a 200X.
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Resultados

Figura 18. Imagenes de los cocultivos a diferentes dias de cultivo. A) 20 dias de

cultivo, B) 30 dias de cultivo y C y D) 42 dias de cultivo, D) es una inmunocitoquimica con MBP
que nos permite visualizar la mielinizacion. Son imagenes de cocultivos sin antimitoticos,
induciendo mielinizacién enddgena con las propias SC presentes en los cultivos. Las imagénes

Ay B estan tomadas a 200X aumentos y C y D a 100X.

Una vez los cultivos estuvieron mielinizados, después de 42 dias, se
procedi6 a realizar el starving O/N y la incubacion con diferentes
concentraciones de glucosa durante 24h y se analizd6 mediante PCR

cuantitativa la expresion de las principales proteinas de la mielina.
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Resultados

Proteinas de la mielina

1,4

H55mM
m 25mM
1 45mM
H 60mM

Expresion relativa

PO MBP PMP22 MAG

Figura 19. Expresion de las proteinas de la mielina en cocultivos de SC primarias y
neuronas sensoriales cultivados hasta mielinizacion y posteriormente con diferentes
concentraciones de glucosa.

(n=6 para cada condicion; *p<0,05 y **p<0,01)

Los resultados de la Figura 19 muestran una disminucion sobre el 40%
en la expresion de PO estadisticamente significativa (p<0,05) y entre el 25-35%
para PMP22 (p<0,01) en las diferentes concentraciones de glucosa analizadas.
Para MBP solo se observan cambios estadisticamente significativos a 60mM
con una disminucion del 50% (p<0,05) y ningun cambio en la expresion de
MAG. Igual que en los cultivos de SC los resultados indican que no hay una
correlacion lineal en la disminucion de la expresion a mas concentracion de

glucosa utilizada.

Para descartar el efecto del starving en los cambios de expresién de las
proteinas de la mielina, los cultivos se mantuvieron con elevada concentracion
de glucosa y simplemente analizamos la expresion de las proteinas de la

mielina tras un incremento de glucosa de 20mM.
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Resultados

Proteinas de la mielina
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Expresion relativa

PO MBP PMP22 MAG

Figura 20. Expresion de las proteinas de la mielina en cocultivos de SC primarias y
neuronas sensoriales cultivados hasta mielinizacién y posteriormente con un aumento
en la concentracion de glucosa de 20mM.

(n=3 para cada condicion; *p<0,05 y **p<0,01)

Los resultados de la Figura 20 muestran una disminucion del 30% en la
expresion de PO y sobre el 50% en el caso de PMP22, estadisticamente
significativa (p<0,01) tras el incremento en la concentracion de glucosa de
20mM durante 24h. Para MBP se observa una ligera disminucion que no es
estadisticamente significativa, y no se observan cambios en la expresion de
MAG.

Estos resultados son muy similares a los obtenidos con un starving
previo a la incubacion de las células con las diferentes concentraciones de
glucosa y nos demuestran que es el incremento en la concentracién de la
glucosa lo que esta afectando la expresién de las principales proteinas de la

mielina.
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Resultados

1.3. Estudio de la expresion de los principales factores de
transcripcion implicados en mielinizacion en cocultivos de SC y neuronas

sensoriales primarias

En la regulacién de la sintesis de las proteinas de la mielina por las SC
mielinizantes intervienen diferentes factores de transcripcién promielinizantes,
de entre ellos los mas importantes Oct6, Brn2, Sox10 y Egr2. Su expresién esta
involucrada directamente con la de las principales proteinas de la mielina.
Como hemos comentado anteriormente los cocultivos de SC y neuronas
sensoriales primarias nos permiten un estudio del proceso de la mielinizacion,
por lo que estudiamos la alteracion a nivel de mRNA de Sox10, Egr2 y sus

correguladores nab1 y nab2.

Factores de transcripcion

1,4 -

1,2 -
.
©
v 0,8 - . u5,5mM
= £ 1 M 25mM
[= . *
0 | | 1 45mM
'n 0,6
o m 60mM
} ' *%
g [
3 0,4 -

0,2 -

o _

Sox10 Egr2 nab1 nab2

Figura 21. Expresion de los principales factores de transcripcién implicados en
mielinizacién en cocultivos de SC primarias y neuronas sensoriales cultivados hasta
mielinizacion y posteriormente en diferentes concentraciones de glucosa.

(n=6 para cada condicion; *p<0,05 y **p<0,01)
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Resultados

Los resultados de la Figura 21 muestran que la elevada concentracion
de glucosa induce una disminucién del mMRNA de Sox10 y Egr2 que esta sobre
el 40% y es estadisticamente significativa (p<0,05), en las condiciones
ensayadas. Para los correguladores de Egr2, nab1 y nab2, también se observa
una tendencia a la disminucién aunque los resultados no son estadisticamente

significativos.

Igual que para las proteinas de la mielina, se analiz6 la expresion de los
factores de transcripcion sélo con un incremento en la concentraciéon de

glucosa de 20mM.

Factores de transcripcion
1,4 -

1,2 -

0,8 -
H 25mM

M 45mM
0,6 -

Expresion relativa

0,4 -

0,2 -

Sox10 Egr2 nabl nab2

Figura 22. Expresion de los principales factores de transcripcién implicados en
mielinizacién en cocultivos de SC primarias y neuronas sensoriales cultivados hasta
mielinizacion y posteriormente con un aumento en la concentracion de glucosa de

20mM. (n=3 para cada condicién; *p<0,05)

Los resultados de la Figura 22 nos muestran una disminucion alrededor
del 35% para Sox10, del 60% para Egr2 y del 25% para su correguladora nab2
que es estadisticamente significativa (p<0,05) al aumentar la concentracién de
glucosa en 20mM en los cocultivos de SC primarias y neuronas sensoriales. La
expresion de nab1 también se ve disminuida aunque sin ser estadisticamente

significativa.
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2. EFECTOS DE LA HIPERGLUCEMIA EN CELULAS DE
SCHWANN IN VIVO

Con la finalidad de comprobar los resultados obtenidos in vitro, se

analizaron tanto las proteinas de la mielina como los factores de transcripcion

en los nervios ciaticos de ratones ICR adultos o jévenes (dia postnatal 18, P18)

a los que se les habia inducido diabetes experimental mediante inyecciones de

STZ, y en ratones NOD, otro modelo de diabetes tipo |, que desarrollan la

enfermedad espontaneamente.

2.1. Analisis del efecto de la hiperglucemia en nervios ciaticos de
ICR adultos

Los resultados de la Figura 23 nos muestran la evolucion en la glucemia

y en el peso de los animales utilizados. Los animales se consideran diabéticos

con una glucemia superior a 300mg/dl. Los ratones sacrificados tenian una

glucemia entre 400 y 600mg/d! (limite maximo de deteccion del glucémetro) y

s6lo a semana 16 de diabetes se pudo observar una pérdida de peso superior
al 10%.
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Figura 23. Representacion de la evolucion en la glucemia (A) y en el peso (B) de los

animales utilizados.



Resultados

Los ratones ICR adultos diabéticos, se sacrificaron y se tomaron
muestras de nervio ciatico a 3 dias, 5 dias, 1 semana, 8 semanas y 16
semanas después de la ultima inyeccidn de STZ. Los nervios ciaticos fueron
procesados y se analizé mediante real-time PCR la expresién de las principales

proteinas de la mielina.

Proteinas de la mielina

1,4 -
1,2 -
n
2 1
-ll-u' M Controles
Tos- H Db 3d
= 11Db 5d
0 M Db S1
» 0,6 M Db S8
8 m Db S16
X o04-
0,2 -
0 _

PO MBP PMP22 MAG

Figura 24. Expresion de las proteinas de la mielina en nervios ciaticos de ratones ICR
sacrificados a diferentes dias después de la induccion de la diabetes.
Db: diabéticos, d: dia, S: semana, tiempo después de la ultima inyeccién de STZ.

(n=5 para todos los puntos excepto Db 3d donde n=4; *p<0,05 y **p<0,01)

Los resultados de la Figura 24 nos muestran como la expresion de las
proteinas PO, MBP y PMP22 va disminuyendo a medida que los ratones
avanzan en tiempo de diabetes, hasta el 70-80% a semana 16, disminucién
estadisticamente significativamente (p<0,01). No se observaron cambios en la

expresion de MAG en ninguno de los puntos analizados.

Ademas de analizar las proteinas de la mielina también se estudio
mediante real-time PCR qué pasaba con los principales factores de
transcripcion relacionados con la expresion de las proteinas de la mielina en los

nervios ciaticos de ratones diabéticos.

81



Resultados

Factores de transcripcion

1,4

M Controles
m Db 3d

11 Db 5d
mDb S1

m Db S8

H Db S16

Expresion relativa

Sox10 Egr2 nab1 nab2

Figura 25. Expresion de los principales factores de transcripcién implicados en
mielinizacién en nervios ciaticos de ratones ICR sacrificados a diferentes dias después
de la induccién de la diabetes.

Db: diabéticos, d: dia, S: semana, tiempo después de la Ultima inyeccion de STZ.

(n=5 para todos los puntos excepto Db 3d donde n=4; *p<0,05 y **p<0,01)

Los resultados de la Figura 25 nos indican una disminucién del 40 y
50% en la expresion de Sox10 estadisticamente significativa (p<0,01), a 8 y 16
semanas después de la induccién de la diabetes, para Egr2 la disminucion
empieza a ser significativa ya a 5 dias después de que los animales sean
diabéticos y va diminuyendo cada vez mas a semana 8 y 16 después de la
induccién con STZ, hasta llegar al 30% de la expresién respecto los animales
controles. Para los correguladores de Egr2, nab1 y nab2 la disminucién es
estadisticamente significativa (p<0,01) a semana 8 y 16 después de la
induccion de la diabetes, llegandose a niveles del 30 y del 40%

respectivamente.

Si correlacionamos la evolucion de la expresion entre Egr2 y sus
correguladores nab1 y nab2, y la relacion entre la disminucion de la expresion

de los factores de transcripcion y de PO, a los diferentes tiempos estudiados
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después de la induccién de la diabetes experimental, observamos una relaciéon

lineal.

Expresion relativa

Expresion relativa

0 R Rl

—a—Egr2
——nab1l
—4—nab2

1 10 100 1000
Dias de hiperglucemia

—e—PO
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Dias de hiperglucemia

—&—Sox10

Expresion relativa
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Dias de hiperglucemia

Figura 26. Evolucion en la expresiéon de A) Egr2, nab1 y nab2, B) POy Egr2, C) PO y
Sox10, D) Egr2 y Sox10.

Db: diabéticos, d: dia, S: semana, tiempo después de la ultima inyecciéon de STZ.

(n=5 para todos los puntos excepto Db 3d donde n=4)

Como se puede observar en la Figura 26, claramente las expresiones

de Egr2 y sus correguladores estan directamente relacionadas y también la

expresion de Egr2 y la proteina de la mielina PO. La expresiéon de Sox10

aunque también presenta una evolucion muy similar, disminuye a menor

velocidad.
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Resultados

Se analizaron los niveles de proteina de Egr2 por WB.

A
Egr2 |== s | 50kDa
actina |"_""H-' e -—-—-—--——-—r_-—"-| 42kDa

Cc Db S1 Db S8 Db S16

Egr2

Figura 27. Analisis de la expresion de
Egr2 a diferentes dias después de la
induccion de la diabetes. A) WB de
T u Controles Egr2 y actina representativo con unas
" Db S1 muestras de cada tiempo estudiado, B)
* * Db S8 Representacion de la densitometria de
T T m Db S16
las bandas de Egr2 normalizadas por
las de actina. (n=5 para controles, n=6
para S1, n=5 para S8 y n=6 para S16;
*p<0,05)

Como se puede observar en la Figura 27, la expresion de Egr2, también
esta disminuida en nervios ciaticos de los ratones diabéticos y como a nivel de
mMRNA, los ratones que llevan un periodo de tiempo mas largo con
hiperglucemia presentan una expresién menor, con una reduccién del 50%
aproximadamente, como se puede observar a semana 8 y 16. Sin embargo no

vemos diferencias entre semana 8 y 16.

También se analizd la expresion de las proteinas de la mielina como
MBP y PO, pero no se observaron diferencias significativas, debido
seguramente a que estas proteinas presentan un turnover que puede llegar a

ser de 210 dias, y 8 semanas después del nacimiento, cuando se administra
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las dosis de STZ, las proteinas de la mielina ya estan plenamente establecidas
(Singh and Jungalwala, 1979).

2.2. Andlisis del efecto de la hiperglucemia en nervios ciaticos de

ratones ICR jovenes

Tras los resultados que se habian obtenido en los ICR adultos, se
analizé el efecto de la hiperglucemia en ratones de 18 dias de edad, cuando
esta descrito el pico en la expresion de la principal proteina de la mielina PO
(LeBlanc et al., 2007). Este modelo nos permitiria valorar mejor la alteracion de
los nervios debida a la hiperglucemia ya que estamos en los primeros estadios
de la mielinizacion del animal y con la mielina aun sin compactar

definitivamente como encontramos en los adultos.
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3 150
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50 - diabéticos)
o u

Los resultados de las glucemias de la Figura 28 nos muestran como

todos los animales diabéticos utilizados estaban por encima de 300mg/dl.

Se realizaron los mismos experimentos en los nervios ciaticos de estos
animales que en los ICR adultos y se analizé por real-time PCR tanto la
expresion de las proteinas de la mielina como la de los factores de

transcripcion.



Resultados

Proteinas de la mielina
1,4 -

1,2 -
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H Diabéticos
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Figura 29. A) Expresion de las principales proteinas de la mielina, B) Expresién de los
principales factores de transcripcién implicados en mielinizacién, ambos analisis
realizados en nervios ciaticos de ratones ICR sacrificados a P18.

(n=6 para controles, n=6 para diabéticos; **p<0,01)
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Expresion normalizada por actina

Resultados

En cuanto a las proteinas de la mielina, los resultados de la Figura 29
nos muestran una disminucién alrededor del 50% estadisticamente significativa
(p<0,01) en PO, MBP y PMP22, sin embargo no se observan cambios en la
expresion de MAG. Para los factores de transcripcién, Sox10, Egr2 y sus
proteinas correguladoras nab1 y nab2, también se observa una disminucioén en

la expresién entre el 40 y el 50%, estadisticamente significativa (p<0,01).

Ademas, se analizé por WB la expresién de Egr2 y PO en estos

animales.
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Figura 30. Analisis de la expresion de Egr2 y PO en ICR controles y diabéticos a P18. A) WB
de Egr2, PO y actina representativo con muestras de animales controles y diabéticos, B)
Representacion de la densitometria de las bandas de Egr2 normalizadas por las de actina, C)
Representacion de la densitometria de las bandas de PO normalizadas por las de actina.

(n=6 para controles, n=5 para diabéticos; **p<0,01)
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Los resultados del analisis de la expresion de proteinas de la Figura 30,
nos muestran una disminucién en un 50% para Egr2 y del 60% para PO,
estadisticamente significativa (p<0,01) en los animales diabéticos respecto a

los controles.

Estos datos nos confirman que la hiperglucemia esta afectando tanto las
proteinas de la mielina como los factores de transcripcion implicados en
mielinizacion, disminuyendo su expresion tanto a nivel de mRNA como de

proteina.

2.3. Analisis del efecto de la hiperglucemia en nervios ciaticos de
ratones NOD

Para acabar de corroborar los resultados que habiamos obtenido en los
ratones a los que se les habia inducido la diabetes experimental mediante STZ,
se utilizaron ratones NOD, un modelo ampliamente utilizado de diabetes tipo |

puesto que desarrollan espontaneamente la enfermedad.
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Como se puede observar en la Figura 31, los ratones NOD diabéticos

adultos en el momento de la eutanasia, presentaban glucemias superiores a
500mg/dl.



Resultados

Se analizé mediante real-time PCR la expresion de las proteinas de la
mielina y de los factores de transcripcion implicados en mielinizacion en los

nervios ciaticos de ratones NOD controles y diabéticos.

A

Proteinas de la mielina

1,4 -

1,2

o

~

]
1

M Controles
M Diabéticos

Expresion relativa
o
()]
Il

o

~

Y
I

o
<
N
I

o
|

PO MBP PMP22 MAG

Factores de transcripcion

1,2 -

M Controles
M Diabéticos

Expresion relativa

Sox10 Egr2 nab1 nab2

Figura 32. A) Expresion de las principales proteinas de la mielina, B) Expresién de los
principales factores de transcripcion implicados en mielinizacion, ambos analisis
realizados en nervios ciaticos de ratones NOD controles y diabéticos.

(n=6 para controles, n=5 para diabéticos; **p<0,01)
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Los resultados de la Figura 32 nos muestran una disminucion alrededor
del 50%, estadisticamente significativa (p<0,01) para las proteinas de la mielina
PO, MBP y PMP22 en los nervios ciaticos de los ratones NOD diabéticos
respecto a los controles. Para los factores de transcripcion Sox10, Egr2, nab1 y
nab2 también se observdé una disminucién estadisticamente significativa
alrededor del 40% (p<0,01).

No se observaron diferencias significativas para la expresion de Egr2
mediante western blot (datos no mostrados), debido posiblemente a que la
diabetes no se puede sincronizar en estos animales y por tanto existe

variabilidad en el tiempo de diabetes en un mismo grupo.

3. EFECTO DE LA HIPERGLUCEMIA EN NEURONAS
SENSORIALES Y MOTORAS

3.1. Estudio de Ila expresion de NRG1typelll en neuronas

sensoriales in vitro

Los mecanismos moleculares que llevan al desarrollo de la neuropatia
diabética todavia no son claros, se acepta que la patogenia de esta
enfermedad es consecuencia de diversos factores, pero como hemos
comentado anteriormente hay controversia en qué tipos celulares estan

afectados y en cdmo y cuando empezaria el desarrollo de la complicacion.

Segun los resultados que hemos obtenido hasta ahora, sugeririan que
las desencadenantes de la complicacion podrian ser las SC, puesto que ya se
muestran cambios significativos a semana 1 de hiperglucemia. No obstante,
esta descrito que para la mielinizacion es indispensable la correcta
funcionalidad de la via NRG1-ErbB y que ésta a su vez esta implicada en la
expresion directa de las proteinas de la mielina y de los factores de

transcripcion Sox10 y Egr2.



Expresion relativa

Los cocultivos de SC y neuronas sensoriales primarias nos brindaban
una herramienta util para estudiar cémo estaba afectada la expresion de
NRG1typelll tras la incubacién con diferentes concentraciones de glucosa. Se
realizaron los mismos experimentos que con las proteinas de la mielina y los
factores de transcripcidon y se estudié la expresion mediante PCR cuantitativa
en los cocultivos a los que se habia realizado starving antes de incubar con
hiperglucemia, y el analisis en los cocultivos solo con un aumento en 20mM de

glucosa durante 24h.
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Figura 33. Expresion de NRG1typelll en cocultivos de SC y neuronas sensoriales primarias
con A) Diferentes concentraciones de glucosa con un starving previo, B) Incrementando la
concentracion de glucosa en 20mM.

(n=6 en A) y n=3 en B); *p<0,05, **p<0,01)

Los resultados de la Figura 33 nos indican una disminucion
estadisticamente significativa de almenos el 40% (p<0,01) en la expresion de
NRG1typelll con las diferentes concentraciones de glucosa utilizadas después
del starving. Ademas, al analizar la cantidad de mRNA de esta proteina tras el
incremento de glucosa en 20mM también podemos observar una disminucién

estadisticamente significativa del 40% (p<0,05).

Al realizar cultivos de neuronas sensoriales purificados, eliminando totas
las células mitdticas, incluyendo los fibroblastos y las SC, podiamos analizar el

efecto de la glucosa en estos cultivos purificados y ver como estaba afectada la

m25mM
m45mM
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expresion de NRG1typelll sin tener ningun efecto derivado de las SC.
Realizamos el mismo analisis en los cultivos purificados de neuronas
sensoriales donde estudiamos la expresiéon del factor promielinizante después

de aumentar la glucosa con o sin previo starving.

25mM

5,5mM

B C
NRG1typelll NRG1typelll
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Figura 34. A) Imagenes de las neuronas purificadas, tomadas a 100X aumentos.
Expresion de NRG1typelll en cultivos purificados de neuronas sensoriales primarias incubados
con B) Diferentes concentraciones de glucosa con un starving previo, C) Incrementando la
concentraciéon de glucosa en 20mM.

(n=6 en A) y n=3 en B); *p<0,05, **p<0,01)

En los resultados de la Figura 34 se puede observar como al igual que
en los cocultivos de SC con neuronas sensoriales, en los cultivos purificados

también detectamos una disminucién en la expresion de NRG1typelll,
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alrededor del 60%, estadisticamente significativa (p<0,01) con el aumento de la
concentracion de glucosa posterior al starving y del 50% al incrementar la
glucosa en 20mM (p<0,05).

3.2. Estudio de la expresion de NRG1typelll en neuronas
sensoriales in vivo

Después de los resultados obtenidos in vitro, en los que habia una clara
disminucién en la expresion de NRG1typelll correlacionando con la disminucién
observada en las proteinas de la mielina, decidimos analizar la expresion de
NRG1typelll en los ganglios de la raiz dorsal de los tres modelos animales
dénde habiamos estudiado la expresion de las proteinas de la mielina en

nervios ciaticos, en ICR adultos y a P18 y en ratones NOD.

NRG1typeIll
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g 1
l;
E 0,8 H Controles
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c o6 1 Db 5d
:9 ’ m Db S1
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s m Db S16
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Figura 35. Expresion de NRG1typelll en los ganglios de la raiz dorsal en ratones ICR
Db: diabéticos, d: dia, S: semana, tiempo después de la ultima inyecciéon de STZ.
(n=5 para todos los puntos excepto Db 3d donde n=4; **p<0,01)
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Figura 36. Expresion de NRG1typelll en los ganglios de la raiz dorsal en ratones
A) ICR jovenes (n=6 para controles y diabéticos; **p<0,01) y B) NOD (n=6 para

controles y n=5 para diabéticos; *p<0,05)

En los ratones ICR adultos (Figura 35), los resultados nos indican que
NRG1typelll ya esta estadisticamente disminuida en los ganglios de la raiz
dorsal alrededor del 60% a dia 3 después de la induccidn de la diabetes
experimental mediante STZ, niveles que observamos se mantienen almenos
hasta semana 16 que es el ultimo punto estudiado (p<0,01). En cuanto al
analisis de la proteina promielinizante en ICR a P18 y en NOD (Figura 36), los
resultados de la PCR cuantitativa también mostraban igual que para los ICR
adultos, una disminucion estadisticamente significativa sobre el 60% en los
ratones ICR jovenes y en NOD, respecto los animales controles (p<0,01 y
p<0,05).

3.3. Estudio de la expresion de NRG1typelll en neuronas motoras in

vitro

En la neuropatia diabética existen alteraciones no so6lo en los
componentes sensoriales sino también en componentes motores, de ahi que

tras haber observado la alteracion en la expresion de NRG1typelll en las
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neuronas sensoriales debido al incremento en la concentracion de glucosa en
nuestros modelos tanto in vifro como in vivo, analizamos si se detectaban
cambios a nivel de médula espinal en las neuronas motoras. Para los estudios
in vitro se utilizaron cultivos de neuronas motoras primarias (MN), a los que una

vez totalmente confluentes, se les realizé starving y posteriormente incubacién

con 5,5y 25mM de glucosa.

NRG1typelIll
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Figura 37. A-C) Imagenes de los cultivos de motoneuronas primarias a 100X aumentos a
diferentes dias de cultivo. A) 1 dia, B) 3 dias, C) 5 dias. D) Expresién de NRG1typelll en
motoneuronas primarias cultivados con 5,5 y 25mM de glucosa.

(n=4 para cada punto; **p<0,01)
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La PCR cuantitativa de la Figura 37, mostraba una disminucion
estadisticamente significativa del 40% en la expresion de NRG1typelll en las
motoneuronas, indicandonos que este tipo celular que también estaba afectado
(p<0,01).

3.4. Estudio de la expresion de NRG1typelll en neuronas motoras in

vivo

Tras los resultados obtenidos en los cultivos primarios de motoneuronas
analizamos la expresion de NRG1typelll en las médulas espinales en los tres

modelos animales estudiados.

NRG1typelIll
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u Db 3d

11 Db 5d
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Figura 38. Expresion de NRG1typelll en la médula espinal de ratones
ICR adultos.
Db: diabéticos, d: dia, S: semana, tiempo después de la ultima inyeccién de STZ.
(n=5 para controles, n=4 para Db 3d, n=5 para Db 5d, n=6 para Db S1, n=6 para Db S8
y n=6 para Db S16; **p<0,01)
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Figura 39. Expresion de NRG1typelll en la médula espinal de ratones
A) ICR a P18 (n=6 para controles y diabéticos; p<0,01), B) NOD (n=6 para controles y
n=8 para diabéticos; **p<0,01)

En los resultados obtenidos del analisis de la expresion de NRG1typelll
en las muestras de médula espinal en los ratones ICR adultos (Figura 38) se
puede observar una disminucion estadisticamente significativa alrededor del
65% ya a dia 3 después de la induccion de la diabetes experimental que se
mantiene almenos hasta semana 16 (p<0,01). En ICR jovenes y NOD (Figura
39), la disminucién también es estadisticamente significativa y se encuentra

sobre el 60% y 40% respectivamente (p<0,01).

4. PRODUCCION Y FUNCIONALIDAD DE VECTORES
VIRALES CON NRG1

Recapitulando los resultados obtenidos hasta este punto, habiamos
observado una alteracion en las SC tanto in vitro como in vivo en condiciones
de hiperglucemia afectando la expresion de las proteinas de la mielina y de los
principales factores de transcripcion relaciones con mielinizacion. Esta

afectacion se correlacionaba perfectamente con una disminucion de



NRG1typelll en las neuronas tanto in vitro como in vivo, en todos los modelos

de diabetes tipo | que habiamos estudiado.

Como prueba de concepto, testamos si la administracion de NRG1typelll
en nuestro modelo de neuropatia diabética mediante vectores virales de terapia

génica era capaz de revertir los cambios observados en estos animales.

Obtuvimos a través del Dr. Gabriel Corfas las secuencias codificantes
para los tres tipos de NRG1, typel, typell y typelll, tanto en la forma completa,
(FL), como sélo con el dominio extracelular (ECD) y que codifica para la
proteina ya procesada por el sitio de corte que reconocen las proteasas (Ver
Figura 40). Todas las secuencias tenian un His-tag en 3’ para facilitar su
inmunodeteccidén, puesto que los anticuerpos existentes no reconocen
eficientemente las proteinas. Se realizaron todos los pasos de clonaje tal y
como esta indicado en el apartado de Materiales y Métodos, hasta obtener los

plasmidos correspondientes para la produccion de los vectores virales.

NRGitypell ECD

NRG 1typel ECD
fype MRG1typelll ECD

Citoplasma [ | |

MRG1typel FL MRG1typell FL MRG 1typelll FL

Figura 40. Representacion de las proteinas clonadas en los vectores virales.
Adaptacion de (Mei and Xiong, 2008).
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4.1. Produccion de los vectores virales con NRG1

Con la finalidad de testar los vectores virales con los genes de NRG1
tanto in vitro para infectar los cocultivos de SC y neuronas sensoriales
primarias como in vivo en nuestro modelo animal de neuropatia diabética, se
generaron las construcciones correspondientes para la produccién de vectores
lentivirales y adenoasociados. El objetivo era administrar AAV in vivo ya que
permiten una transduccion a largo plazo y con tropismo exclusivamente
neuronal, sin embargo la transduccién de las células primarias s6lo se habia
descrito eficientemente in vitro con lentivirus, por lo que decidimos también

producir estos vectores.

Los vectores adenoasociados con las secuencias codificantes para las
NRG1s ECD y FL fueron producidos por la Unidad de Produccién de Vectores
del CBATEG (Centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica), el protocolo
utilizada esta detallado en Materiales y Métodos y esta resumido en la Figura
41.

P Transfeccién en

Plasmido rAAV \ células 293AAV
CMV 1 48h
Harvest
Plasmido AAV helper 1
“ > Gradiente de iodixanol
L sy
Plasmido Adenovirus helper
AdPol - E2 - DBP - E3 - E4 (AY - AE1)

!

Titulacion

Figura 41. Representacion de los principales pasos utilizados en la produccion de los

vectores adenoasociados (AAV)
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Para la generacién de los vectores lentivirales, se optimizé la produccion
en dos puntos clave generando un lentivirus GFP para poder seguir la
evolucion mediante fluorescencia. El primero fueron las cantidades relativas de
los plasmidos a transfectar y el segundo el tiempo de recoleccion después de la
transfeccion de los plasmidos. En la Figura 42 se puede ver un resumen de los
pasos de produccion seguidos para la produccidn de los vectores lentivirales

con los transgenes codificando para las NRG1.

Plasmido rLV ) /\

células 293T

> 1 36h, 48h, 60h, 72h, 84h
CcMmV Concentracion @

por centrifugacion

Plasmido LV helper (proteinas packaging)

Plasmido LV helper (proteina envuelta) 1 Optimizacion

Ccmv J Titulacién

gt

Optimizacion
Figura 42. Representacion de los principales pasos utilizados en la produccién de los

vectores lentivirales (LV)

Para el primer paso en la optimizacion de la produccion se probaron dos

condiciones de transfeccion:

1. 15ug de rLV, 10ug de LV helper con las proteinas de packaging y

5ug de LV helper con la proteina de la envuelta.
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2. 20ug de rLV, 15ug de LV helper con las proteinas de packaging y

5ug de LV helper con la proteina de la envuelta.

En el segundo paso de optimizacién, se recogidé el sobrenadante a 24h,
36h, 48h, 60h, 72h y 84h. Estos sobrenadantes se concentraron y se titularon
separadamente para conocer el titulo viral que estabamos obteniendo en cada

tiempo de recoleccion.

Figura 43. Optimizacion en la produccion de los vectores lentivirales. A-B) Imagenes
de la formacion de sincitios durante la produccion de los vectores con las dos condiciones
utilizadas, 60h después de la transfeccion, A) 15ug/10ug /5ug y B) 20ug /15ug /5ug. Las
imagénes tomadas estan a 100X aumentos.
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Condicién 15ug/10pg/5ug

TU/ml TU totales
Sobrenadante 24h 3,30E+06 3,30E+05
Sobrenadante 36h 3,60E+06 3,60E+05
Sobrenadante 48h 7,10E+06 7,10E+05
Sobrenadante 60h 5,70E+06 5,70E+05
Sobrenadante 72h 6,30E+06 6,30E+05
Sobrenadante 84h 3,60E+06 3,60E+05

Condicion 20ug/15ug9/5ug

TU/ml TU totales
Sobrenadante 24h 4,00E+06 4,00E+05
Sobrenadante 36h 2,80E+07 2,80E+06
Sobrenadante 48h 5,00E+07 5,00E+06
Sobrenadante 60h 3,30E+07 3,30E+06
Sobrenadante 72h 3,00E+07 3,00E+06
Sobrenadante 84h 2,10E+07 2,10E+06

Tabla 1. Optimizacién en la produccion de los vectores lentivirales. Calculo de las

TU/mly TU totales para cada tiempo donde se recogié sobrenadante.

En la Figura 43 se puede observar la formacién de sincitios durante la
produccion de los vectores lentivirales debido a la fusogenicidad provocada por
la proteina VSV y como la intensidad de la proteina GFP es mayor en la
segunda condicion utilizada. Al analizar las TU/ml y totales presentes en cada
sobrenadante, también se pudo observar como en la segunda condicion la
recuperacion es un logaritmo mayor que para la primera condicién y que a 24h

aun no se esta produciendo una gran cantidad de vector lentiviral (Tabla 1).

Con estos resultados se procedid a la produccidn de los 6 vectores
lentivirales con las secuencias codificantes para las NRG1s FL y ECD
utilizando 20ug del plasmido rLV, 15ug del plasmido helper con las proteinas
del packaging y 5ug del plasmido helper con la proteina de la envuelta. El
sobrenadante se recogio a 36h, 48h, 60h, 72h y 84h.
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4.2. Analisis de la funcionalidad de los vectores virales con NRG1

Una vez generados los vectores virales, se testdé su funcionalidad. Se

infectaron células HEK293, para analizar los niveles de expresién de mRNA y

proteina.
A B
NRG1typelIll NRG1typelll
*% *%
5000 - 6000 -|
©
.2 5000 -
4000 - -
H AAV-GFP L
M AAV-NRG 1tIIIECD 4000 - M LV-GFP
*k ‘% 3000 - - 11 LV-NRG 1tITIFL
0
2000 - T E_ T
X 2000 -
1000 -
1000
0 - 0 il
C Figura 44. Analisis de la expresion del transgén de los

IIECD

vectores virales 72h después de la infeccidon de
HEK293.

A-B) Expresién de NRG1typelll a nivel de mRNA, (n=3;
**p<0,01), C) WB con el His-tag de las células

IECD HIECD infectadas con AAV.
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NRG1typelllECD NRG1typelllFL

Figura 45. Andlisis de la expresion del transgén de los vectores virales 72h después de la
infeccion de HEK293. Inmunocitoquimica con el His-tag, en las células HEK293 infectadas con

los dos tipos de vectores virales. Las imagenes estan tomadas a 100X aumentos.

Los resultados en las Figuras 44 y 45, nos muestran que tanto los
vectores adenoasociados como lentivirales expresan elevados niveles de
MRNA y proteina para NRG1typelll. Sin embargo, podemos observar como la
proteina FL se expresa en menor cantidad tanto por mRNA como por
inmunocitoquimica (Figura 44A-B y Figura 45). De hecho, mediante WB so6lo
se muestran las células infectadas con los vectores codificantes para las
secuencias ECD ya que no se consiguié detectar expresion en las células
transducidas con FL (Figura 44C). Todos estos datos sugerian que la

construccion FL parecia ser menos estable que las ECD.

Una vez demostrado que los vectores virales estaban expresando los
transgenes, infectamos células 293 con los vectores virales durante 48h y
posteriormente las cocultivamos con SC primarias, para comprobar si las

secuencias NRG1 eran bioactivas. Para ello analizamos la fosforilacion del
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receptor ErbB en SC primarias y ademas, si las construcciones con
NRG1typelll aumentaban la expresion de las proteinas de la mielina y de los
factores de transcripcion implicados en mielinizacion tal y como esta descrito

en el trabajo del grupo de Corfas (Chen et al., 2006).

NRG1tlll NRG1til NRG1tl
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o . m AAVNRG1tIFL
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Figura 46. Analisis de la bioactividad de los vectores virales con NRG1 en cocultivos de
HEK293 infectadas con los vectores y SC primarias.
A) WB para P-Tyr, B) Expresion de POy Egr2. En A) se utilizd6 como control positivo un
cocultivo suplementado con NRG1 recombinante, y en ambos experimentos se utilizaron
como controles negativos los cocultivos sin infectar e infectados con GFP.
(n=3 en cada punto; **p<0,01)

En la Figura 46A observamos como todas las construcciones son
bioactivas ya que en el WB, podemos observar la fosforilacion de una proteina

de tamano 185kDa, el mismo que presentan los receptores ErbB. Es decir,
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independientemente de la menor expresion con las construcciones FL, la

cantidad es suficiente para fosforilar y activar la via de sefializacion.

En la Figura 46B analizamos mediante PCR cuantitativa la expresion de
PO y Egr2 y los resultados obtenidos muestran que solo cuando infectamos los
cocultivos con NRG1typelll hay un aumento en la expresion de estas proteinas.
Se analiz6 también el efecto en otras proteinas de la mielina y en Sox10 y las
correguladoras de Egr2, nab1 y nab2 pero la cantidad de mRNA que habia en
las muestras era demasiado pequefa y quedaba fuera del limite de deteccidn

lineal de la técnica por lo que no se pudieron conseguir resultados fiables.

De forma paralela, se realizaron ensayos de tropismo para analizar qué
pseudotipo infectaba mejor las neuronas sensoriales. Se utilizaron 4
pseudotipos de AAV: AAV1, 2, 8 y rh10 con GFP para infectar los cocultivos de

SC y neuronas sensoriales primarias.

Figura 47. Analisis de la infectividad de los vectores AAV en los cocultivos de SC y neuronas

sensoriales primarias utilizando 15000 particulas fisicas (PP)/célula. Imagenes a 100X

aumentos, donde se puede observar la transduccién de los cocultivos con AAV2 y AAVS.
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AAVrh10

Figura 48. Analisis de la infectividad de los vectores AAV en los cocultivos de SC y neuronas
sensoriales primarias utilizando 15000 particulas fisicas (PP)/célula. Imagenes a 100X

aumentos donde se puede observar la transduccién de los cocultivos con AAVrh10.

Los resultados de la infeccion nos muestran que al infectar los cultivos
con las mismas condiciones para todos los serotipos (15000PP/cel), AAVrh10
infecta mas eficientemente, seguido por AAV8 y AAV2 (Figura 47 y 48).
AAVrh10 presenta mas porcentaje de transduccién neuronal, un 100% versus
al 85% y 90% para AAV2 y AAVS8 respectivamente. Ademas, la morfologia de
las células infectadas indica que los 3 serotipos estan transduciendo
principalmente neuronas. No se muestra ninguna foto de AAV1, puesto que no

se observaba ninguna célula GFP" en los pozos de la infeccion.

En la Figura 50 se muestran la infeccion de neuronas sensoriales
purificadas con AAVrh10 y LV, para comparar los tipos de vectores virales y
también se afiadié AAV1 (Figura 49) para ver si podia transducir los cultivos

purificados.

AAV1

Figura 49. Andlisis de la infectividad de los vectores AAV1 en cultivos purificados de neuronas

sensoriales utilizando 10 infection units (IU)/célula. Imagenes a 100X aumentos.
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AAVrh10

Lv .

Figura 50. Analisis de la infectividad de los vectores lentivirales y AAVrh10 en cultivos

purificados de neuronas sensoriales utilizando 10 fransducing units (TU)/célula para LV-GFP y

10 infection units (IU)/célula para AAVrh10-GFP. Todas las imagenes estan a 100X aumentos.

Los resultados de la Figura 49 nos muestran que AAV1 solo es capaz
de transducir el 50% de las neuronas en el cultivo purificado, y con una baja
expresion del transgén. Tanto los vectores lentivirales como AAVrh10 infectan
eficientemente los cultivos de neuronas sensoriales purificadas, con un 95 y
100% de transduccion respectivamente, aunque si observamos las imagenes
de la Figura 50 nos muestran como el vector adenoasociado presenta una

mayor intensidad en la sefial de GFP que el vector lentiviral.

Posteriormente se infectaron cultivos organotipicos de la raiz dorsal con
AAVrh10-GFP para determinar su capacidad de infectar neuronas sensoriales

en un cultivo tridimensional.
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NeuN NeuN GFP

Figura 51. Transduccion de cultivos organotipicos de ganglios de la raiz dorsal con AAVrh10-
GFP (3x10° PP/ganglio). Las imagenes presentan una inmunohistoquimica con NeuN y la
colocalizacion con las células GFP.

Todas las imagenes estan a 200X aumentos.

Los resultados de la Figura 51 nos muestran como AAVrh10 es capaz
de transducir especificamente neuronas sensoriales en los ganglios de la raiz
dorsal ya que observamos colocalizacion con NeuN, que marca

especificamente este tipo celular.

Los resultados obtenidos con GFP, se confirmaron con AAVrh10-
NRG1typelll.

His-tag

[
e ]

Figura 52. Transduccion de neuronas sensoriales con AAVrh10-NRG1typelll.
Inmunocitoquimica para el His-tag que contienen el transgén de NRG1 en cultivos de neuronas

sensoriales purificadas infectadas con 15000 PP/cell. Las imagenes estan a 200X aumentos.



NeuN His-tag

Figura 53. Transduccion de neuronas sensoriales con AAVrh10-NRG1typelll.
Inmunohistoquimica de un cultivo organotipico de ganglio de la raiz dorsal con NeuN y la
colocalizacion con las células His-tag®. A) Extremo del ganglio, B) Parte interna del ganglio.

Todas las imagenes estan a 200X aumentos.

En los resultados de las inmunocitoquimicas (Figura 52 y 53) se puede
observar que AAVrh10-NRG1typelll transduce especificamente neuronas
sensoriales tanto in vitro como ex vivo, tanto en la periferia que esta en
contacto directo con el medio de cultivo que contiene el vector (Figura 53A),
como en la zona central del ganglio (Figura 53B), indicando que ha habido una

difusiéon del vector dentro del tejido.

5. ADMINISTRACION INTRATECAL DE AAVrh10-
NRG1typelll EN UN MODELO DE NEUROPATIA DIABETICA

Estudios de nuestro grupo han demostrado que después de una
inyeccion intratecal entre las vértebras L3 y L4 de los ratones con AAVrh10-
GFP, se transducen eficientemente tanto neuronas sensoriales como motoras
(Homs, 2010).
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Para testar si la administracion exégena de NRG1typelll era capaz de
recuperar las alteraciones moleculares demostradas en los ratones diabéticos

administramos intratecalmente AAVrh10-NRG1typelll en un modelo de ND.

A continuacién se esquematiza la evolucion de las glucemias y pesos
de los animales y el disefio experimental utilizado (Figura 54), donde se indujo
la diabetes experimental mediante STZ y 4 semanas después se procedio a la
inyeccion de los vectores virales. A dia 24 y 31 después de la inyeccidén se

realizon los analisis electrofisioldgicos y finalmente se sacrificaron los animales.
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Figura 54. A-B) Evolucion de la glucemia y del peso en los animales utilizados (n=6 para
AAVrh10-mock, n=16 para AAVrh10-NRG1typelll), C) Esquema del disefio experimental
utilizado en el ensayo de terapia génica con AAVrh10-NRG1typelll en un modelo de neuropatia

diabética.



Expresion relativa

Resultados

5.1. Anadlisis de la expresion del transgén en los animales

inyectados

Una vez sacrificados los animales, se procedid al estudio de la
transduccion por parte del vector adenoasociado. En primer lugar, se analizé la
expresion del transgén mediante PCR cuantitativa tanto en ganglios de la raiz
dorsal como en médula y se comparo tanto con los animales inyectados con el
vector adenoasociado control como con ratones controles y diabéticos a
semana 8 sin inyectar. También se analizdé la expresibn mediante WB en
ganglios de la raiz dorsal y en médula espinal, y finalmente se realizaron
inmunohistoquimicas en estos tejidos utilizando el His-tag presente en el

transgeén.
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Figura 55. Analisis de la expresion del transgén en los animales inyectados con AAVrh10-mock
y AAVrh10-NRG1typelll.
Db: diabéticos, S: semana, tiempo después de la induccioén de la diabetes.
A) Expresion del transgén en ganglios de la raiz dorsal mediante real-time PCR, B) Expresion
del transgén en médula espinal mediante real-time PCR.
(n=5 para animales controles, n=6 para animales diabéticos S8, n=6 para animales inyectados
con AAVrh10-mock y n=9 para animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll; #p<0,01

respecto controles, &p<0,01 repecto AAVrh10-mock y diabéticos S8)
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Figura 56. Andlisis de la expresion del transgén en los animales inyectados con AAVrh10-mock
y AAVrh10-NRG1typelll. WB para His-tag en A) ganglios de la raiz dorsal (DRG) y B) médula
espinal, C) Inmunohistoquimica para His-tag en ganglio de la raiz dorsal D)
Inmunohistoquimica para His-tag y DAPI de la parte dorsal de una médula espinal E)
Inmunohistoquimica para His-tag y DAPI de la parte ventral de una médula espinal. F)

Esquema adaptado de (White et al., 2005). Imagenes tomadas a 200X aumentos.



Al analizar los resultados obtenidos en los experimentos de real-time
(Figura 55), podemos observar como en ganglios de la raiz dorsal, la expresién
de NRG1typelll en los animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll alcanza
el 80% respecto al total presente en los animales controles. Este incremento es
estadisticamente significativo (p<0,01) respecto los animales diabéticos de S8
y los inyectados con AAVrh10-mock. En cuanto a la expresién en médula
espinal, en los animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll, ésta alcanza el
60% respecto a los animales controles, por lo que los niveles siguen estando
significativamente disminuidos (p<0,01) respecto estos animales, pero respecto
a los animales diabéticos e inyectados con AAVrh10-mock el aumento es

estadisticamente significativo (p<0,01).

Los resultados de los WB y las inmunohistoquimicas con el His-tag
(Figura 56), nos indican la presencia del transgén en los ganglios de la raiz
dorsal y también en la médula espinal. En las secciones de ganglios de la raiz
dorsal, la morfologia de las células transducidas nos indica claramente que se
trata de neuronas sensoriales. En los cortes de médula espinal, en la parte
dorsal podemos observar el marcaje de todos los axones que estan entrando
en la médula espinal desde los ganglios de la raiz dorsal (Figura 56D y F) y en
la parte ventral donse se sitian las neuronas motoras, las células His-tag”

tienen morfologia tipica de neuronas motoras (Figura 56E y F).

Los resultados mostrados, concuerdan con los obtenidos en nuestro
grupo, donde se ha caracterizado exhaustivamente el patrén de transduccién
de AAVrh10 y tanto en ganglios de la raiz dorsal como en médula espinal

infecta exclusivamente neuronas (Homs, 2010).

5.2. Analisis del efecto de NRG1typelll sobre los nervios ciaticos en

los animales diabéticos

Una vez demostrada la expresion elevada de NRG1typelll tanto en los
ganglios de la raiz dorsal como en médula espinal, se analizaron los nervios

ciaticos de los animales inyectados para averiguar si se habia activado la



Expresion normalizada por Akt total

Resultados

sefalizacion mediante los receptores ErbB en estas muestras via PI3 quinasa y
Akt (Pinkas-Kramarski et al., 1998).
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Figura 57. Analisis de la activacion de
la via NRG1-ErbB en nervios ciaticos
de los animales inyectados con
AAVrh10-NRG1typelll. A) WB
representativo para P-Akt y Akt total, B)
Representacion de la densitometria de
las bandas para P-Akt normalizadas
por Akt total.

(n=6 para los animales AAVrh10-mock
y n=8 para los animales AAVrh10-
NRG1typelll; **p<0,01)

Los resultados de la Figura 57 nos muestran un aumento en la

fosforilacion de Akt en los animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll

respecto a los animales controles y nos estan indicando que la via de

sefalizacion a través de los receptores ErbB presentes en los nervios ciaticos

esta activada.

A continuacion, se analizaron las proteinas de la mielina y los principales

factores de transcripcion que habiamos observado que presentaban una

disminucién en la expresién con la hiperglucemia.
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Proteinas de la mielina
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Figura 58. Andlisis de la expresion de diferentes genes en los nervios ciaticos de los animales
inyectados con AAVrh10-mock y AAVrh10-NRG1typelll.
Db: diabéticos, S: semana, tiempo después de la induccién de la diabetes.
A) Expresion de las proteinas de la mielina, B) Expresion de los principales factores de
transcripcion implicados en mielinizacion.
(n=5 para animales controles, n=6 para diabéticos S8, n=6 para animales inyectados con
AAVrh10-mock y n=9 para animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll; $p<0,05 respecto
controles, #p<0,01 respecto controles, &p<0,01 repecto AAVrh10mock y diabéticos S8).
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Los resultados para las proteinas de la mielina (Figura 58A) nos
muestran como los animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll presentan
un aumento estadisticamente significativo (p<0,01) respecto a los animales
diabéticos y a los inyectados con AAVrh10-mock. Si comparamos con los
animales controles, el aumento de PO es del 85%, para MBP del 60% y del
70% para PMP22, aunque siguen estando significativamente disminuidos
respecto a los animales controles para MBP y PMP22 (p<0,05). No se

observaron cambios para MAG.

En cuanto a los factores de transcripcion que se han analizado, en la
Figura 58B, se puede observar como para Sox10 y Egr2 los niveles en los
animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll estan al mismo nivel que los
controles, estando aumentados de manera significativa (p<0,01) respecto a los
animales diabéticos e inyectados con AAVrh10-mock. Los niveles para las
moléculas correguladoras de Egr2, nab1 y nab2, alcanzan unos niveles
alrededor del 90% respecto a los animales controles, y también estan
aumentados de manera significativa (p<0,01) respecto a los animales

diabéticos y a los inyectados con AAVrh10-mock.

Ademas, se analiz6 la expresion de Egr2 mediante WB en los nervios

ciaticos de estos animales.

Control Db NRG1typelll

Egr2 s & @ . 50KDa
Actina | (S Sl S Wl el 9 42iDa

Figura 59. Analisis de la expresion de Egr2 en nervios ciaticos de los animales inyectados con
AAVrh10-NRG1typelll. WB representativo para Egr2 y actina.
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Los resultados del WB (Figura 59 y 60) nos indican como a nivel de
proteina los animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll también presentan
un aumento de 1,6 veces del factor para el transcripcion Egr2 respecto al
control, igual como habiamos observado mediante el analisis por PCR

cuantitativa (Figura 58B).

5.3. Analisis electrofisiolégicos y morfométricos de los animales

diabéticos que sobreexpresan NRG1typelll

En colaboracién con el grupo del Dr. Xavier Navarro, se realizaron tests
electrofisiologicos a los ratones que se habian inyectado intratecalmente con
AAVrh10. Se analizaron los diferentes parametros electrofisiolégicos en
términos de velocidad de conduccién, latencia y amplitud a dia 24 y 31
postinyeccion de los vectores virales, es decir a semana 7 y 8 después de la

induccion de la diabetes.



Tratamiento

AAVrh10-mock

AAVrh10-NRG1typelll

(n)

(6)

(6)

(16)

(14)

Parame
Semanas 7 8 7 8
Tibialis ant. m.
Latencia (ms) | 0.99+0.04 | 1.12+0.03 | 0.90+0.03 | 0.88 +0.03
CMAP (mV) 526+53 | 53.9+6.6 58.6 +2.4 57.0+24
Plantar m.
Latencia (ms) | 1.96 +0.10 | 2.09+0.17 | 1.75+0.04 | 1.72 £ 0.06
CMAP (mV) | 6.42+0.91 | 6.02+1.19 | 6.92+0.52 | 6.08+0.43
MNCV (m/s) | 35.6+15 | 33.7+22 | 43.1+24* | 43.0+2.2*
Nervio digital
Latencia (ms) | 1.42+0.03 | 1.54+0.05 | 1.29+0.02 | 1.30 £ 0.04
CNAP (uV) 265+3.0 | 282+35 | 296+1.8 245+21
SNCVp (m/s) | 34.3+1.1 326+0.9 | 426+2.4* | 43.3+2.7*
SNCVd (m/s) | 28.4+09 | 28.7+1.2 29.7+0.9 284 +1.7

Tabla 2. Los datos estan expresados como las medias + SEM. CMAP: potenciales de accién
muscular compuesto; CNAP: potenciales de accion compuesto en nervio sensorial; MNCV:

velocidad de conduccion nerviosa motora; SNCV: velocidad de conduccién nerviosa sensorial;

-p: segmento proximal del nervio; -d: segmento distal del nervio.

*p<0,05)

(n=6 para AAVrh10-mock en S7 y S8, n=16 en S7 y n=14 en S8 para AAVrh10-NRG1typelll;
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Figura 61. Representacion de las velocidades de conduccién motora y sensorial del segmento
proximal del nervio en los animales inyectados con AAVrh10-mock o NRG1typelll.
MNCV: velocidad de conduccion nerviosa motora; SNCV: velocidad de conduccion nerviosa
sensorial; -p: segmento proximal del nervio.

(n=6 para AAVrh10-mock en S7 y S8, n=16 en S7 y n=14 en S8 para AAVrh10-NRG1typelll;
*p<0,05)

En la Tabla 2 y en la Figura 61 se pueden observar los datos
electrofisiolégicos obtenidos de los animales inyectados. Se muestra una
mejora estadisticamente significativa entre el 17-20% a semana 7 y mas
acentuada entre 20-25% a semana 8 (p<0,05), en las velocidades de
conduccion motora y sensorial a nivel del segmento proximal del nervio, en los
animales inyectados con NRG1typelll repecto a los animales controles. No se
observaron cambios en las medidas de las latencias y en las amplitudes. Estos
resultados correlacionan con la sobreexpresidn encontrada tanto en ganglios
de la raiz dorsal (componente sensorial) como en la médula espinal

(componente motor) y la activacidén observada de la via de NRG1typelll.

A continuacién se realizé el analisis morfométrico de secciones de
nervios tibiales de los animales inyectados, para estudiar el efecto de nuestro

transgeén.
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Figura 62. Imagenes representativas de las secciones de los nervios tibiales de los

animales inyectados con AAVrh10-mock y NRG1typelll

Por ultimo, se realizé un contaje visual de las fibras degeneradas y de

los macrofagos presentes en toda la seccién de nervio y posteriormente se

analizaron 300 fibras de cada nervio utilizando una tableta Wacom vy el

programa ImagedJ para calcular todos los parametros que se pueden observar

en la Tabla 3.

AAVrh10-mock (n=4) | AAVrh10-NRG1typelll (n=6)
Numero de MF 1212+ 108 1273+ 78
Diametro de MF (um) 494 +0.28 5.72 £ 0.05*
Diametro axonal (pm) 252+0.19 297 +0.05*
g ratio 0.561 £ 0.020 0.549 £ 0.008
Grosor de la mielina (um) 1.21+£0.07 1.37 £ 0.018
Numero de DF 635 46 + 3*

Tabla 3. Los datos estan expresados como las medias + SEM.

MF (fibras mielinizadas), DF (fibras degeneradas)

*p<0,05
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En los resultado morfométricos (Tabla 3) se puede observar un aumento
estadisticamente significativo (p<0,05) del 15% en el diametro axonal y del
13,6% en el de las fibras mielinizadas en los animales inyectados con
AAVrh10-NRG1typelll. Ademas se observd un aumento del 12% en el grosor
de la mielina. En relacién a la presencia de macréfagos, en los nervios de los
animales inyectados con AAVrh10-mock se detectaron entre 1-2 por seccion y
entre 0-1 en los que se habia inyectado AAVrh10-NRG1typelll. Ademas, el
contaje de numero de fibras degeneradas esta estadisticamente disminuido en
un 27% (p<0,05) en los animales con sobreexpresiéon de NRG1typelll respecto

a los controles.



DISCUSION






La diabetes mellitus (DM) es un trastorno multifactorial y multisistémico
que tiene como caracteristica principal el aumento de los niveles de glucosa en
sangre (hiperglucemia), resultado de una defectuosa secrecién de insulina, en
su accion, o ambos. La insulina, hormona polipeptidica sintetizada por las
células beta pancreaticas en los islotes de Langerhans, es la encargada de que
la glucosa presente en sangre después de una ingesta pueda penetrar en las
células de los principales tejidos para ser metabolizada, por tanto cualquier
alteracion en la hormona provoca que la glucosa se acumule en el torrente

sanguineo, principal caracteristica de la enfermedad.

Dependiendo de la etiologia, hay dos tipos principales de diabetes, la
diabetes tipo | y tipo Il. También encontramos cada vez con mas prevalencia la
DM gestacional donde parece ser que las hormonas del embarazo reducen la
capacidad que tiene el cuerpo de utilizar y responder a la accién de la insulina;
la diabetes insipida, resultado de un déficit de la hormona antidiurética
(vasopresina) que es la encargada de limitar la produccion excesiva de orina; o
la diabetes tipo MODY, que es una diabetes hereditaria donde se presentan
alteraciones en los genes MODY que codifican para factores de transcripcion
implicados en el desarrollo embrionario (Molven et al., 2008; Boesgaard et al.,
2010; Meur et al., 2010).

De los dos tipos prinicipales de diabetes, menos del 10% de los
afectados por la diabetes padecen el tipo I. A este tipo, también se le llama
diabetes juvenil porque la afectacion empieza en una época temprana de la
vida. La sintomatologia que presentan los pacientes viene dada por la
destruccion de las células beta, debido a procesos autoinmunes o idiopaticos.
A pesar de que normalmente las personas con este tipo de diabetes tienen
predisposicion genética a la enfermedad, esta descrito que desencandenantes
ambientales como el virus Coxsackie B también estarian implicados (Jaidane
and Hober, 2008; Cambuli et al., 2009; Erlich et al., 2009b; Julier et al., 2009).

La diabetes tipo 2 es la forma mas comun dentro de la DM vy
normalmente se presenta en etapas adultas. Se desarrolla por un complejo

mecanismo fisiopatoldgico debido a una resistencia celular a las acciones de la



insulina, que llevara progresivamente a una deficiente secrecidon de insulina
por el pancreas. La deficiente disponibilidad de la insulina conlleva una
disfucion del metabolismo celular, resultando en un aumento en los acidos
grasos, en los niveles circulantes de triglicéridos y un descenso en la
concentracion de la lipoproteina de alta densidad (HDL) (Acheson, 2010; He et
al., 2010).

En los dos tipos principales de diabetes y a pesar del tratamiento con
insulina, los pacientes acaban desarrollando complicaciones como Ia
neuropatia diabética (ND), que con una prevalencia entre el 40-60% dentro de
los pacientes diabéticos y con una incidencia anual del 3%, es la complicacion
de la diabetes que ocasiona la mayoria de las hospitalizaciones (Shaw et al.,
1999).

En la ND se encuentran afectados tanto los componentes
sensorimotores como auténomos del SNP. La polineuropatia sensorimotora
que se desarrolla en los pacientes diabéticos es la neuropatia periférica mas
comun y afecta en mayor o menos grado a todos los tipos de fibras nerviosas.
La percepcion sensorial anormal de los pacientes diabéticos afecta
principalmente los pies y las partes inferiores de las extremidades y va
progresando hacia las extremidades superiores y se caracteriza por una fase
incial donde se puede presentar sensaciéon de hormigueo, dolor y quemazon,
entre otras, para finalmente acabar con la pérdida de la sensacion de dolor y
temperatura. En las etapas finales de la ND puede aparecer deformidad
neuropatica e incluso ulceras en los pies que pueden llegar a desembocar en
amputaciones. De hecho, se calcula que se corresponden con un 40% de las

amputaciones no traumaticas de las extremidades (Shaw et al., 1999).

Los estudios en los pacientes diabéticos que presentan ND no estan
bien estandarizados. En general los sintomas electrofisiologicos se
caracterizan por una disminucion de la velocidad de conduccion nerviosa y por
unos potenciales de accién compuestos del musculo anormales, pero las fibras
nerviosas afectadas son diferentes dependiendo de los pacientes por lo que es

dificil unificar los estudios epidemiolégicos, que ademas varian segun la



poblacién estudiada y la duracién de la diabetes. Normalmente, para el
diagnostico se utilizan tests de respuesta a temperatura y analisis de los
reflejos a nivel de las extremidades inferiores (Park et al., 2007; Lauria et al.,
2009).

El diagndstico de los pacientes con neuropatia diabética generalmente
se realiza una vez ya ha aparecido la sintomatologia y el tratamiento con
insulina o incluso el transplante de pancreas no han conseguido revertir la
progresion de la complicacién (Navarro et al., 1996). Este hecho indicaria que
es muy necesario poder realizar un tratamiento especifico para esta patologia
del SNP en las etapas iniciales del desarrollo de la diabetes. Para ello se
necesita profundizar en el mecanismo patogénico que lleva a desencadenar la
complicacion y especialmente en qué tipo celular esta primariamente afectado

al inicio del desarrollo de la complicacion.

En los primeros estudios que se realizaron en este trabajo, se analizaron
las alteraciones de las células de Schwann (SC) frente al aumento de la
concentracion de glucosa y disminucion de la insulina. Para ello se utilizaron
cultivos de SC, tanto establecidos como primarios, sometidos a cambios en las
concentraciones de glucosa e insulina, emulando los que se dan en los

pacientes con diabetes.

Los resultados mostraban alteraciones en la principal proteina de la
mielina periférica, PO. En nuestros experimentos, PO se veia afectada por la
concentracion de glucosa, a nivel de expresion de mRNA observandose una
disminucion significativa entre el 60 y el 80%, resultados obtenidos por PCR
cuantitativa. A nivel de proteina, el aumento de la concentracion de glucosa
estaba disminuyendo la actividad del promotor PO, también entre el 60 y el
80%, resultados observados por FACS utilizando un constructo con la proteina
GFP bajo la regulacion del promotor PO. Ambos experimentos mostraban que
era la concentracion de glucosa pero no la disminucion de insulina la que
estaba causando este efecto. De hecho, estudios publicados por el grupo de

Fernyhough, han reportado que la presencia o no de insulina, en neuronas



sensoriales de animales diabéticos, no afectaba a la neurodegeneracién
(Zherebitskaya et al., 2009).

La utilizacidon de los cocultivos de SC y neuronas sensoriales cultivados
con diferentes concentraciones de glucosa nos permitieron corroborar los
resultados in vitro ya que se obtuvieron datos concordantes. En este caso,
ademas de PO, también se pudo estudiar la expresion de las proteinas MBP,
PMP22 y MAG mediante PCR cuantitativa, y ver como la elevada
concentracion de glucosa estaba disminuyendo también la expresién de MBP y
PMP22 entre un 50 y un 70%.

Una vez se observaron los efectos de la concentracion de glucosa in

vitro se analizé lo que ocurria in vivo, en animales diabéticos.

De momento, no existe un modelo murino ideal para ND ni para las otras
complicaciones de la DM, ya que aunque muchos presentan caracteristicas
que recuerdan las afectaciones humanas, éstas no son tan severas,
principalmente porque los ratones no sobreviven el tiempo suficiente para
presentar las manifestaciones mas habituales de las complicaciones a largo

plazo.

En muchos estudios se utiliza un modelo de diabetes experimental
inducida mediante la administracion de estreptozotocina (STZ). La
estreptozotocina (STZ, 2-deoxy-2-([methyl(nitroso)amino]carbonilo-amino)--D-
glucopyranose) pertenece al grupo de drogas antineoplasicasalquilantes
conocidas como alquilnitrosaureas. Es una molécula similar a la glucosa y se
transporta especificamente dentro de las células beta pancreaticas mediante
los transportadores GLUT2, que se expresan a un nivel elevado en estas
células, y no es reconocida por otros transportadores de glucosa (Schnedl et
al., 1994; Wang and Gleichmann, 1998). Como todas las drogas del tipo
nitrosourea, la toxicidad es causada por dafno en el DNA celular, en este caso
la STZ incrementa la generacion de radicales libres Oz por el sistema xantina
oxidasa de las células beta pancreaticas y estimula la generaciéon de H0;

causando la fragmentaciéon del DNA en los islotes pancreaticos. Ademas el



metabolismo de la STZ genera 6xido nitrico y éste al reaccionar con los
radicales superéxido genera peroxinitrito, ambas moléculas también implicadas

en la degeneracion de las células pancreaticas.

Asi, en el modelo murino en el que se administra STZ a bajas dosis
consecutivas, se recrea en cierto modo la destruccion autoinmune de las
células beta del pancreas igual que ocurre en la diabetes, ya que va
destruyendo estas células productoras de insulina, a la vez que produce una
infiltracién en los islotes de Langerhans. Ademas, el uso de este farmaco nos
permite la sincronizacion del desarrollo de la diabetes, minimizando asi la
variabilidad entre animales, lo que no ocurre con los animales que desarrollan
DM espontaneamente. Estos animales presentan como sintomatologia
neuropatica hiperalgesia termal (Cameron et al., 2001b; Calcutt, 2004; Li et al.,
2005a), ademas de una reducida densidad en la inervacion intraepidérmica e
hipoalgesia en una diabetes a mas largo plazo. También presentan disminucion
tanto de la velocidad de conduccion nerviosa como sensorial (Calcutt, 2004;
Obrosova et al., 2005b; Obrosova et al., 2008; Homs et al., 2010b) (Ver Anexo
2).

Existen algunas cepas murinas que espontaneamente o con dieta alta
en lipidos generan diabetes y también se estan utilizando como modelos de
ND. Asi por ejemplo se ha descrito que un 80% de las hembras NOD (non-
obese diabetic) empiezan a desarrollar diabetes espontanea sobre la semana
12 de vida, y también se ha observado que a 3-5 semanas después del inicio
de la enfermedad empiezan a presentar distrofia neuritica en el sistema
nervioso entérico, dando lugar a neuropatia gastrointestinal (Schmidt et al.,
2003). Estos animales presentan una mutacion en el receptor TRPV1 (transient
receptor potential cation channel) presente en las neuronas sensoriales que
también controla el estrés oxidativo de las células beta pancredticas y la
inflamacion de los islotes en la diabetes autoinmune (Razavi et al., 2006),

siendo un modelo utilizado para diabetes tipo I.

Como modelo de diabetes tipo | también se estan utilizando los ratones

Akita (B6Ins2). Estos animales tienen una mutacion dominante en el gen de la



insulina2 que provoca una disrupcion en un puente disulfuro, necesario para el
correcto procesamiento de la insulina dando lugar a una proteina no funcional y
a la apoptosis de las células beta pancreaticas, lo que lleva al desarrollo
espontaneo de la diabetes (Yoshioka et al., 1997; Mathews et al., 2002; Ron,
2002; lzumi et al., 2003). Estos ratones presentan distrofia neuritica vy
neuropatia en ganglios simpaticos (Schmidt et al., 2009), ademas de
hipoalgesia y disminucién en la velocidad de conduccion sensorial (SNCV)
(Choeiri et al., 2005; Sullivan et al., 2007).

Los ratones insulopénicos BB/Wor (bio-breeding Worcester) desarrollan
espontaneamente diabetes tipo | después de una destruccion autoinmune de
las células beta pancreaticas igual que en humanos (MacKay et al., 1986).
También se han utilizado como modelos de diabetes tipo | ya que presentan
hiperalgesia ademas de disminucién en la velocidad de conducciéon nerviosa

motora y sensorial (Sima et al., 2000; Stevens et al., 2004; Kamiya et al., 2005).

Por otra parte, en el raton transgénico que sobreexpresa aldosa
reductasa especificamente en las células de Schwann se observa en
condiciones de hiperglucemia un mayor déficit en la velocidad de conduccion
nerviosa tanto motora como sensorial y un aumento del estrés oxidativo,
respecto a ratones controles, sugiriendo una contribucién importante de aldosa
reductasa al estrés oxidativo presente en sistema nervioso periférico en la
diabetes (Song et al., 2003).

Para diabetes tipo Il, los modelos mas utilizados son los ratones
deficientes en leptina (ob/ob), ademas de los que expresan mutaciones en el
receptor de leptina (db/db). La disrupciéon de la senalizacion hipotalamica de la
leptina desemboca en una hiperfagia, obesidad y resitencia a la insulina. Estos
animales presentan una reducida densidad en la inervacion intraepidérmica
(Drel et al., 2006; Vareniuk et al., 2007; Vincent et al., 2007), ademas de
reducida sensibilidad termal, velocidad de conduccién nerviosa en la cola
(TSNCV) y latencias motoras distales de la cola (TDML) (Sullivan et al., 2007).



Otro modelo de diabetes tipo Il que se ha estudiado son las ratas ZDF
(Zucker Diabetic Fatty), que también presentan una alteracién en el receptor de
la leptina. Estos animales muestran una reducida densidad en la inervacion
intraepidérmica (Brussee et al., 2008), una disminucién en la velocidad de
conduccién nerviosa tanto sensorial como motora, ademas de unos niveles de

CGRP (calcitonina gene-related peptide) disminuidos (Li et al., 2006).

También se ha descrito hipoalgesia y una reducida densidad en la
inervacion intraepidérmica en ratones machos Swiss Webster, animales
diabéticos que son obesos sin tener ninguna deficiencia en el metabolismo de
la leptina y que serian otro modelo a tener en cuenta en el caso de diabetes
tipo Il (Beiswenger et al., 2008; Lemke et al., 2008; Toth et al., 2008).

En este trabajo nos centramos en modelos de diabetes tipo I. El primer
modelo utilizado en este trabajo fue el de induccién de diabetes experimental

mediante la administracion de dosis bajas y consecutivas de STZ.

El analisis de los nervios ciaticos de estos animales a diferentes tiempos
desde la induccion de la diabetes mostraban una disminucién en la expresion
de las proteinas de la mielina ya a semana 1 de hiperglucemia y que se iba
acentuando a medida que los animales tenian mas tiempo de enfermedad
hasta llegar a una reduccion del 70-85% de la expresion a semana 16. Estos
resultados parecen indicarnos que con la progresion de la enfermedad la

afectacién de las fibras aumentaria en esta cepa, al menos a nivel molecular.

Para corroborar estos resultados, se utilizaron dos modelos animales
mas de diabetes tipo |. Los ratones NOD (non-obese diabetic) que se utilizan
ampliamente como modelo de diabetes tipo | y, a diferencia de los ICR,
desarrolla la enfermedad espontaneamente. Los resultados de PCR
cuantitativa en los nervios ciadticos de estos animales, una vez habian
desarrollado la diabetes, mostraban igual que en el otro modelo estudiado, una
disminucién significativa entre el 50-60% en la expresion de las proteinas de la
mielina PO, MBP y PMP22.



Ademas de realizar estudios mediante real-time PCR también se
realizaron western blots para PO y MBP para analizar la afectacion a nivel de
proteina. Los resultados en ICR adultos y NOD (no mostrados) no nos
indicaban una clara disminucion a este nivel, debido seguramente a que estas
proteinas una vez la mielina esta bien formada, presentan una tasa de
recambio muy lenta que puede llegar a ser de 210 dias (Singh and Jungalwala,
1979).

Por esta razon se decidié utilizar un tercer modelo animal en que se
inducia la diabetes experimental tan s6lo nacer, justo en el momento en el que
empieza la mielinizacién y por lo tanto aun no se han compactado las proteinas
de la mielina. Los animales se sacrificaban a dia 18 postnatal cuando esta
presente el pico de expresion de las proteinas de la mielina (Bermingham et al.,
1996).

Los resultados en este modelo también nos mostraban una disminucion
significativa sobre el 60% del mMRNA de las principales proteinas de la mielina y
por primera vez pudimos observar que también estaba afectada la expresion de
la principal proteina de la mielina, PO, mediante western blot, también con una
reduccion del 60%. Este hecho reafirmaba nuestra hipdtesis de que en los
animales adultos no podiamos observar cambios significativos a nivel de

proteina por la elevada estabilidad de éstas.

En el proceso de mielinizacion, que lleva a que las SC se diferencien en
mielinizantes y sinteticen las proteinas de la mielina, intervienen diferentes
factores de transcripcidn promielinizantes, entre ellos los mas importantes
Oct6, Brn2, Sox10 y Egr2. Su expresion esta involucrada directamente con la
de las principales proteinas de la mielina (Nagarajan et al., 2001). La maxima
expresion de Oct6 y Brn2 se da durante el desarrollo embrionario mientras que
la de Egr2 estd presente en ratones adultos igual que Sox10. Por ello, se
analizé la expresion de estos dos ultimos factores de transcripcion mediante
PCR cuantitativa, en los mismos modelos in vitro e in vivo para ver qué grado
de afectacion presentaban y si eran los causantes de la disminucién en la

expresion de las proteinas de la mielina.



El analisis in vitro e in vivo de los factores de transcripcion Sox10 y Egr2
mostraba una disminucidn de la expresion, estadisticamente significativa, entre
el 50 y el 70% con la hiperglucemia, indicandonos que la reduccion de los
niveles de las proteinas de la mielina estaba directamente relacionada con la
disminucion de estos factores promielinizantes. Junto a estos factores se
analizé también la expresion de las proteinas nab1 y nab2, al estar descritas
como moléculas correguladoras de Egr2 (Svaren et al., 1998), y se observd
una expresion también alterada, que se correspondia linealmente a la

observada para Egr2 (Ver Figura 26).

No se observo una disminucion significativa en los ratones de la cepa
NOD para Egr2 mediante WB (resultados no mostrados), debido seguramente
a que estos animales desarrollan la DM de forma no sincronizada por lo que el
tiempo de la enfermedad es variable dentro del grupo. En los ICR adultos no se
observo una disminucion significativa a nivel de proteina hasta la semana 8 de
diabetes cuando presentaban una disminucion del 60% en la expresion del
mRNA. La disminucién de Egr2 que se obtuvo mediante PCR cuantitativa en
los animales NOD en el tiempo analizado era del 35%. Posiblemente un
analisis a mas largo plazo de diabetes en estos animales también nos
mostraria reduccidén de la proteina Egr2, sin embargo es dificil realizar estos
estudios ya que los animales NOD no sobreviven facilmente a la hiperglucemia

ya que mueren a los pocas semanas.

Nuestros resultados relativos a la alteracion de las SC en cultivos con
diferentes concentraciones de glucosa, concuerdan con diferentes trabajos
donde se ha descrito el efecto inhibitorio del aumento en la glucosa tanto en la
proliferacion como en la migracién, y aunque no estimula la apopotosis en las
SC, induce la parada de su ciclo celular en G1 (Eckersley, 2002; Gumy et al.,
2008).

También se ha demostrado el efecto que ejerce la hiperglucemia en el
estrés oxidativo mitocondrial, donde la elevada concentracion de glucosa
induce alteraciones en las proteinas asociadas a disfuncion mitocondrial, en las

proteinas implicadas en la fosforilacion oxidativa y el ciclo de los &acidos



tricarboxilicos, ademas de alteraciones en los enzimas detoxificantes como el
aumento en la expresion de la superoxido dismutasa mitocondrial, inducido
para contrarrestar el incremento de los niveles de superoxido (Zherebitskaya et
al., 2009; Zhang et al., 2010)

Parece ser que la causa directa del estrés oxidativo presente en las SC
proviene de la activacion del enzima aldosa reductasa a elevadas
concentraciones de glucosa, el cual genera esta disfuncion celular al inducir un
aumento en la fructosa y el sorbitol intracelular, unido a la glicosilacion proteica
que provoca que disminuya la concentracion de NADPH, cofactor que es
necesario para la regeneracion del glutation reducido (Brownlee, 2001;
Obrosova, 2009). Los niveles de sorbitol elevados pueden llegar a producir un
desequilibrio en diferentes osmolitos como moduladores de calcio u otras
moléculas implicadas en sefalizacion (Thomas et al., 1993; Nakashima et al.,
2005; Askwith et al., 2009). Ademas, en todas estas publicaciones las bajas
concentraciones de insulina no son las responsables de modular el estrés de
las SC sino el acumulo de glucosa, hecho que también respalda nuestros
resultados in vitro donde no observamos ningun efecto deleterio en la

expresion de PO con hipoinsulinemia, pero si con hiperglucemia.

También se han descrito muchos trabajos donde mutaciones en los
genes que codifican para las proteinas de la mielina llevan al desarrollo de
diferentes neuropatias hereditarias como distintos tipos de Charcot-Marie-Tooth
(CMT), neuropatia hereditaria con riesgo de paralisis por presion (HNPP),
hipomielinizacion congénita (CH), Sindrome Déjérine-Sotas (DSS), enfermedad
de Roussy-Levy (RLD) (Scherer and Wrabetz, 2008; Stangler Herodez et al.,
2009; Zschuntzsch et al., 2009; Souayah and Tick Chong, 2010).

De las proteinas de la mielina estudiadas solo hemos observado
cambios en las mas abundantes, PO, MBP y PMP22, aunque hay que acabar
de confirmar la afectacion de estas proteinas de la mielina mediante western
blot, pues s6lo hemos podido obtener datos para PO. No sabemos del cierto
porqué, pero no se ha observado ningun cambio en la expresion de MAG,

aunque existen algunas hipotesis que podrian explicar estos resultados.



Una hipétesis podria tener relacion con la localizacion de las proteinas
estudiadas. MAG se encuentra en el dominio no compacto de la mielina junto a
MP11, conexina 32 y otras proteinas implicadas en las uniones intercelulares.
PO, MBP y PMP22, por el contrario, se encuentran en el dominio de mielina
compacta. Para MP11 no se ha encontrado ninguna alteracion ni en modelos
murinos ni en pacientes, pero su descripcion es bastante reciente (Ryu et al.,
2008). En cambio, se ha analizado el efecto de la hiperglucemia en las gap-
junctions, sobretodo en SNC, y aunque esta alterada la expresion de algunas
conexinas, la afectacion principal se encuentra en la Cx43. No se ha descrito
ningun cambio en la Cx32 (Fernandes et al., 2004; Makino et al., 2008; Gandhi
et al.,, 2010; Orellana et al., 2010), aunque si se han descrito mutaciones en
Cx32, que llevan al desarrollo de neuropatias hereditarias en humanos y una
neuropatia periférica en edades avanzadas en ratones (Willecke et al., 1999;
Abrams et al., 2000).

Ademas, no existen ratones mutantes espontaneos para la proteina
MAG vy los ratones knock-out generados para esta proteina muestran una
mielinizacion en SNC y SNP normal aunque presentan zonas con alteraciones
en la compactacion. Sélo a edades avanzadas empiezan a mostrar sintomas

de degeneracion axonal (Pan et al., 2005).

Estos datos nos hacen pensar que es posible que la hiperglucemia altere
primariamente la mielina compacta, pero para acabar de confirmarlo se
tendrian que analizar las otras proteinas que forman parte del dominio no
compacto, en los modelos in vitro e in vivo. También seria interesante analizar
qué pasa en nuestros modelos animales aun a mas largo plazo, y si se
observara algun cambio a nivel de expresion en MAG y Cx32, podriamos llegar
a la conclusion de que la hiperglucemia afecta a toda la fibra nerviosa aunque

inicialmente al dominio de mielina compacta.

La disminucidon que habiamos observado nosotros en la expresion para
la principal proteina de la mielina (PO) in vivo, se describidé en nervios ciaticos
de ratas diabéticas, 20 semanas después de la induccion de la diabetes con

STZ, durante la realizacion de este trabajo. Igual que en nuestros resultados,



los autores solo habian encontrado cambios a nivel de expresion de mRNA
(Kawashima et al., 2007), pero nuestras observaciones muestran una
afectacion mucho mas temprana de las células de Schwann ya a los primeros
dias de DM, que ellos no habian estudiado. Tampoco se han reportado

estudios referentes a las otras proteinas de la mielina.

Ademas, por primera vez se esta correlacionando esta afectacion con
niveles alterados de dos de los principales factores promielinizantes, Sox10,
Egr2 y sus correguladoras nab1 y nab2. Hasta la actualidad se habia descrito
la funcion de estos factores y su importancia en la mielinizacién en modelos
animales deficientes para estas proteinas y en pacientes donde se observaba
que mutaciones en estos genes daban diferentes fenotipos de neuropatia
hereditaria (Timmerman et al., 1999; Britsch et al., 2001; Jang et al., 2006) pero
nunca se habia observado alteracion en su expresion en modelos murinos o en

pacientes con neuropatia diabética.

Todos estos factores interaccionan y se regulan entre ellos durante el
proceso de mielinizacion. Oct6/Brn2, que se expresan principalmente durante
el desarrollo, tienen como principal diana a Egr2 a través de un enhancer
presente en el locus de Egr2 llamado MSE (Myelinating Schwann cell Element)
(Ghislain et al., 2002). A su vez, y para que esto ocurra, es necesaria la
actuacion de Sox10. Experimentos de cotransfeccion muestran que
sinergisticamente Oct6, Brn2 y Sox10 activan la expresion de los genes a
través de este enhancer (Ghislain and Charnay, 2006). Aunque Oct6 y Brn2 se
sobreexpresan durante la diferenciacion de las SC, Sox10 esta presente
durante todos los estadios del desarrollo de estas células, de modo que la
regulacion de la mielinizacion es una cascada donde Sox10 regula la expresion
de Oct6/Brn2, de hecho estas proteinas tienen elementos de union para Sox10
(Schreiner et al., 2007), y éstos subsecuentemente estimulan la expresién de
Egr2 (Shen-Orr et al.,, 2002; Swiers et al., 2006). Seria muy interesante
analizar, en los modelos in vitro, el efecto de la concentracion de glucosa sobre
este enhancer para continuar con la caracterizacién de esta via de sefalizacidn

y su alteracion por la concentracion de glucosa.



Los primeros estudios que se realizaron en pacientes diabéticos con ND
bien establecida mostraban una combinacidn en la desmielinizacion y
degeneracion axonal, pero posteriormente el analisis en pacientes diabéticos
que aun no presentaban evidencias de esta complicacion mostraban
desmielinizacion pero sin pérdida o atrofia axonal. Estos datos sugieren que el
tipo celular implicado primariamente en el desarrollo de la ND seria las SC. Ya
se ha postulado para otras enfermedades neurodegenerativas que el defecto
primario podria estar localizado en las células responsables de la produccion
de la mielina, SC en SNP o oligodendrocito en SNC (Popko, 2003). Todos
estos hechos, unidos a que el 100% de los pacientes con diabetes presentan
alteraciones a nivel electrofisidlogico aun sin presentar una ND bien
establecida, apoyan nuestros resultados donde hemos observado afectacion de
las SC en tan tempranos estadios del desarrollo de la diabetes (Aguilar-
Rebolledo, 2005).

Ademas del estrés oxidativo causado por la hiperglucemia, las
alteraciones en la expresidon de factores neurotréficos también podrian estar
implicadas en la patogenia del desarrollo de la ND. Estos factores de
crecimiento son necesarios en las neuronas y las células gliales ya que son
criticos mediadores que dirigen y regulan la supervivencia, el crecimiento, la
plasticidad morfologica y la sintesis de proteinas que permiten las diferentes
funciones neuronales, ademas de mediar las correctas interacciones axén-glia
necesaria por ejemplo en los procesos de regeneracion neuronal. Se han
descrito alteraciones en la expresion de diferentes factores tréficos en modelos
animales de ND, de hecho, se han encontrado las disminuciones mas
importantes en NGF, IGF-I, CNTF, GDNF, NT-3 y BDNF (Ha et al., 2001;
Leinninger et al., 2004; Giannini et al., 2008; Kim et al., 2009).

Esta descrito que las SC, que como ya hemos comentado anteriormente
sufren muchos cambios degenerativos durante la ND, responden a muchos de
estos factores troficos, rescatandolas de la apoptosis inducida por la
hiperglucemia y regulando su movilidad, funcion critica para la correcta
formacion de las interacciones axon-glia (Delaney et al., 1999; Cheng et al.,

2000). Entre estos factores tréficos se encuentran las neuregulinas, una familia



de factores gliotroficos que transducen sus sefales mediante los receptores
ErbB tirosina quinasa y que son necesarias para el crecimiento, la
supervivencia y la diferenciacion de las SC (Adlkofer and Lai, 2000). Dentro de
la familia de las neuregulinas, la mas conocida y descrita es la NRG1 y sus tres
subtipos NRG1typel, typell y typelll. Todas las neuregulinas presentan un
dominio EGF-like que es el encargado de interaccionar con los receptores ErbB

y desencadenar la sefalizacion (Pinkas-Kramarski et al., 1998).

Se conoce que ErbB2 esta altamente expresado en las SC durante la
mielinizacion y sufre una reduccion en la expresion durante la etapa adulta. Por
el contrario ErbB3 se mantiene sin cambios durante el desarrollo de las SC
(Grinspan et al., 1996). Ademas, la expresion de los receptores ErbB puede

verse afectada en respuesta a una lesion nerviosa (Carroll et al., 1997).

También esta descrita la importancia de la isoforma NRG1typelll, ya que
es la cantidad de esta proteina presente en la superficie axonal la que induce la
diferenciacion de las SC a células mielinizantes, indicando la cantidad de
mielina que recubrira el axéon. Por otra parte, la expresion de NRG1typel se

localiza exclusivamente en etapas embrionarias.

Ademas, NRG1typelll también esta involucrada en la activacion de la
expresion de los principales factores de transcripcion promielinizantes Oct6,
Egr2 y Sox10, y a su vez la expresion de la principal proteina de la mielina
periférica PO, siendo unicamente esta isoforma y no la typel y typell, la que
induce la expresién de estas proteinas (Taveggia et al., 2005; Chen et al.,
2006; Kao et al., 2009).

Estos datos nos llevaron a estudiar la expresion de NRG1typelll en
nuestros modelos in vitro e in vivo, para analizar si a etapas iniciales de la
diabetes también coexistia una afectacion a nivel neuronal, y si NRG1typelll

estaba implicada con los resultados que habiamos obtenidos en las SC.

Para el analisis in vitro se utilizaron los cocultivos de SC y neuronas

sensoriales primarias, cultivos de neuronas sensoriales purificadas y cultivos de



neuronas motoras, incubados con diferentes concentraciones de glucosa. Para
la deteccién de esta isoforma en concreto mediante PCR cuantitativa se
utilizaron primers especificos del dominio rico en cisteinas unicamente presente
en la NRG1typelll. Los resultados nos mostraban una disminucion
estadisticamente significativa entre el 40-60%, tanto en los dos tipos de cultivo

de neuronas sensoriales como en las motoras.

Estos resultados se confirmaron in vivo, en los tres modelos murinos que
habiamos utilizado para el analisis de las proteinas de la mielina y de los
factores promielinizantes. El analisis de la expresiébn en las neuronas
sensoriales se realiz6 mediante procesamiento de los ganglios de la raiz dorsal
de la zona lumbar distal (L4 a 6), que son los que inervan el nervio ciatico, y
para el estudio en las motoneuronas se utilizaron las muestras de médula

espinal también de esta zona.

En la cepa ICR ya se observaba una disminucion estadisticamente
significativa del 65% tres dias después de la induccion de la diabetes
experimental y se mantenian estos niveles reducidos al menos hasta el ultimo
tiempo ensayado que fue a 16 semanas postinduccion, tanto en neuronas
sensoriales como motoras. En los otros modelos estudiados también se
obtuvieron los mismos resultados, tanto en NOD como ICR jovenes, donde se
observd una disminucién entre el 50-60% en la expresion de NRG1typelll en

los dos tipos neuronales

En condiciones de hiperglucemia durante la diabetes, la célula
metaboliza mas glucosa generando mas radicales libres y acumulando ROS
(reactive oxygen species), hecho que esta descrito que acaba alterando el
potencial de membrana mitocondrial y comprometiendo las funciones celulares,
sobretodo en las neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal
(Figueroa-Romero et al., 2008; Wiggin et al., 2009).

Aunque en los modelos animales de diabetes tipo | parece claro que es
sélo la hiperglucemia la implicada en la afectacion neuronal (Leinninger et al.,
2006; Zaruba et al., 2007; Ozturk et al., 2008), en los modelos de diabetes tipo



Il mas utilizados, que son los que presentan mutaciones en la leptina o en su
receptor, como los ratones ob/ob o db/db, se cree que seria la acumulacién de
lipidos lo que llevaria a esta degeneracion neuronal, mas que la hiperglucemia.
Los estudios muestran una activacion del estrés oxidativo y disfuncién neuronal
tras la dislipidemia y antes de que estos ratones presenten una tolerancia a la
glucosa alterada (Vincent et al., 2009a; Vincent et al., 2009b; Vincent et al.,
2009c). Nuestros estudios se han realizado s6lo en modelos animales de
diabetes tipo |, sin embargo, seria interesante analizar qué ocurre en modelos
de diabetes tipo Il para estudiar si el estrés oxidativo causado por la
dislipidemia e implicado en la ND en estos animales también esta afectando la
expresion de NRG1typelll o por el contrario es solo un efecto de la

hiperglucemia y afecta unicamente a los animales con diabetes tipo I.

Los resultados obtenidos para la expresiéon de NRG1typelll concuerdan
perfectamente con los que habiamos obtenido para las proteinas de la mielina
y los factores promielinizantes. La expresion de NRG1typelll es la que se
encuentra mas afectada en los estadios mas iniciales de la diabetes
indicandonos que estaria al inicio de la cascada de sefnalizacion y su alteracion
seria la causa directa de la alteracion del metabolismo de la mielina a nivel de
SC. Por todo ello, las neuronas parecian ser el tipo celular primariamente
afectado durante el desarrollo de la ND. Para confirmar esta hipotesis, seria
interesante analizar el ratén NRG1typelll”” y ver si presenta mayor afectacion

neuropatica después de la induccion de la diabetes experimental.

Sin embargo, es necesario para acabar de corroborar esta hipétesis y
confirmar los resultados, analizar con mas detalle la expresién de NRG1typelll.
Debido a que actualmente los anticuerpos comerciales disponibles no
reconocen especificamente esta isoforma de la proteina, se pretenden realizar
estudios de hibridacion in situ en los ganglios de la raiz dorsal y en médulas
espinales de los animales diabéticos con sondas especificas para NRG1typelll.
Ademas analizaremos si las otras principales isoformas NRG1typel y typell
estan afectadas durante la hiperglucemia. También seria interesante tener la
posibilidad de analizar muestras de pacientes con diabetes tipo | con o sin ND,

y estudiar si también presentan disminucion de NRG1typelll.



Nuestros resultados muestran un efecto de la hiperglucemia en una
etapa muy inicial del desarrollo de la ND, so6lo tres dias después de la induccién
de la diabetes la expresion de NRG1typelll ya esta reducida un 60%. En todos
los trabajos publicados, normalmente se ha analizado la afectacion en etapas
mucho mas avanzadas de la complicacion, por lo que no se sabe si las otras
causas implicadas en el desarrollo de la ND, como el estrés oxidativo, también
estan ya alteradas en el inicio de la diabetes. En nuestro grupo se analizé la
actividad de aldosa reductasa y se observdé un aumento ya a semana 1
después de la induccién y también observamos que PARP estaba activado al
mismo tiempo analizado (Homs et al., 2010b) (Ver Anexo 2). Estos resultados
nos indican que seria necesario realizar un analisis mucho mas temprano de
los factores implicados en el desarrollo de la ND, porque al menos algunos

estan ya alterados.

Después de los resultados obtenidos y como prueba de concepto,
analizamos si la sobreexpresion de NRG1typelll en neuronas sensoriales y
motoras revertia el fenotipo que habiamos observado tras la induccién de la
hiperglucemia. Por esta razon, se realizaron las construcciones y producciones
de vectores virales con los genes codificantes para las tres isoformas de las
NRG1, con toda la secuencia codificante o unicamente con el dominio
extracelular que se corresponde con la forma activa de la proteina una vez es
procesada por las proteasas. Todas las secuencias presentaban un His-tag en

el extremo 3’ que nos facilitaba la inmunodeteccién de nuestros transgenes.

La transferencia génica en SNP presenta un elevado interés porque
contiene diferentes tipos celulares que se pueden transducir, muchos de los
cuales son postmitéticos. Para la transduccién del SN, los vectores AAV2 son
los que se han utilizado mas extensamente ya que era el serotipo mejor
caracterizado. Este serotipo presenta una elevada eficiencia de transduccién
en neuronas de las diferentes estructuras cerebrales, aunque la caracterizacion
de nuevos serotipos recombinantes esta mejorando la eficiencia de
transduccion a diferentes regiones cerebrales y médula espinal. Ademas el

hecho de utilizar pseudotipos en vez de serotipos nos ofrece una ventaja a la



hora de compararlos ya que el genoma utilizado es exactamente el mismo y

s6lo cambian las proteinas de la capside.

A menudo, segun el pseudotipo de vector adenoasociado y el sistema de
administracién, la eficiencia de transduccion de los diferentes tipos celulares
varia, debido a que el tropismo de los diferentes vectores para un tipo celular
concreto se debe a la estructura de la capside y a la interaccion con receptores
celulares especificos (Storek et al., 2008; Zheng et al., 2010).

Antes de proceder a la administracion in vivo de nuestros vectores,
queriamos testar su funcionalidad en cultivos celulares, por lo que producimos
los correspondientes vectores lentivirales pues en la bibliografia estaba descrita
la eficiencia de los lentivirus en la transduccién de cultivos primarios y no
disponiamos de suficiente informacién respecto a la transduccion por parte de
los vectores adenoasociados en este tipo de cultivos (Zala et al., 2005; Harper
and Gonzalez-Alegre, 2008; Li and Rossi, 2008; Li et al., 2010; Wu and Lu,
2010).

En los primeros experimentos, se infectaron cultivos de HEK293 y se
analizé la expresion mediante PCR cuantitativa, inmunocitoquimica y western
blot. Los resultados nos mostraban una elevada expresion de NRG1 con las
construcciones con el dominio extracelular. Las construcciones con la
secuencia completa expresaban mucha menos proteina y mRNA, indicando

una estabilidad menor del transcrito.

La funcionalidad de las construcciones se confirmd, cocultivando
HEK293 infectadas con los vectores virales y SC primarias y analizando
mediante western blot si los transgenes eran capaces de activar la fosforilacion
del receptor ErbB. Aunque no se realizaron inmunoprecipitaciones con los
anticuerpos para ErbB2 o ErbB3, los western blot nos mostraban una proteina
de 185kDa con fosforilacion en residuos de tirosina, tamafo que se

corresponde con el receptor ErbB2.



Ademas, la funcionalidad quedd confirmada cuando en los cocultivos de
HEK293 con SC primarias se analizé la expresion de la proteina PO y del factor
promielinizante Egr2 mediante PCR cuantitativa. Ambas proteinas estaban
aumentadas unicamente en los cocultivos transducidos con los dos constructos
correspondientes a la isoforma NRG1typelll, tal y como estaba descrito (Chen
et al., 2006). Los resultados nos indicaban ademas, que independientemente
de la inestabilidad del mRNA con las construcciones FL, la cantidad de proteina

era suficiente para fosforilar y activar la via de sefializacién.

Con los vectores codificando para un marcador (GFP) estudiamos la
eficiencia de transduccion en los cultivos de neuronas sensoriales primarias
con los vectores adenoasociados y lentivirales. Tal y como esperabamos, los
cultivos se infectaban eficientemente con los vectores lentivirales y al analizar
la transduccion con diferentes serotipos de vectores adenoasociados, pudimos
observar que AAVrh10 conseguia la mayor transduccion de neuronas, seguido
de AAVS8, AAV2 y AAV1, cuando se realizaba la infeccion con el mismo numero
de particulas fisicas por célula (PP/cel) para cada pseudotipo. La comparacién
entre dos vectores distintos se tiene que realizar por transducing units (TU) , no
por PP pues se trata de plataformas dificiles de comparar en término de
genomas virales ya que las eficiencias de produccion son muy diferentes. Asi,
utilizando el mismo numero de TU para AAVrh10 y para el vector lentiviral,
ambos conseguian una elevada transduccion, entre el 85-100%, de los cultivos
purificados pero ésta era un 5-10% superior y con una expresion mas elevada
con el vector adenoasociado. Estos resultados son debidos probablemente a la
actividad del promotor, ya que el vector AAV contiene un promotor CAG vy el
lentiviral eF1a, o por la transduccién por parte del vector AAV con un niumero
mas elevado de copias. Ademas, en los cocultivos, AAVrh10 infectaba
especificamente neuronas y los lentivirus no eran especificos, ya que también
infectaban SC. El tropismo neuronal de AAVrh10 se confirmé en cultivos
organotipicos, donde también se demostrd su capacidad de difusion dentro del
tejido ya que la parte interior del ganglio también presentaba una elevada

transduccion.



La administracién de vectores de transferencia génica a SNP requiere
una tecnologia especializada. Se han descrito distintas vias de administracion
de genes terapéuticos en SNP, como la inyeccion subcutanea a nivel plantar, la
administracion directa en nervio ciatico o en ganglios de la raiz dorsal y la
inyeccion intratecal. Cada técnica presenta sus ventajas y desventajas
sobretodo en la eficiencia de transduccién y en la bioseguridad de la via de

administracion.

Para tratar neuropatias como l|a diabética, necesitamos una
transduccion lo mas generalizada posible ya que estan afectados todos los
nervios periféricos. Con la administraciéon directa en ganglios de la raiz de
dorsal se consigue unicamente transduccién de las células localizadas en el
sitio de inyeccion por eso se descartd a la hora de realizar nuestros

experimentos, ademas de ser una técnica muy invasiva.

Con la inyeccion subcutanea a nivel plantar, donde se encuentran las
terminaciones nerviosas del nervio ciatico o mediante inyeccion directa a nervio
ciatico, obtendremos sdlo transduccion de las neuronas que proyectan hacia la
extremidad, localizadas en la regién lumbar. Resultados de nuestro grupo tras
la inyeccion directa en nervio ciatico con AAV1, AAV2, AAV8 y AAVrh10,
mostraban un tropismo preferencial de AAV2 y AAVrh10 por neuronas, AAV8
transducia especificamente SC y con AAV1 se infectaban tanto neuronas como
SC (Homs, 2010; Homs et al., 2010a) (Ver Anexo 1).

Con la administracion subcutanea no se consigue transducir neuronas
motoras pues en los cojinetes plantares no hay terminaciones motoras.
También necesitamos que el virus tenga una capacidad de retrotransporte
notable. Hasta la actualidad, de entre los vectores virales que presentan mas
capacidad de transporte retroaxonal se encuentran los HSV (Goss et al., 2002).
Sin embargo, resultados de nuestro grupo muestran que AAVrh10 inyectado a
nivel plantar puede llegar a transducir los ganglios de la raiz dorsal,
seguramente debido a que se transporta retroaxonalmente (Homs, 2010). Pero
a pesar de estos datos, es necesario tener en cuenta que en muchas de las

enfermedades que afectan el SNP, el transporte retrogrado axonal esta



alterado, con lo que se podria anular esta via de entrada del virus (Murakami et
al., 2001).

Por todas estas consideraciones, se decidid que la mejor via para la
administracion de los vectores AAV era la inyeccion intratecal para abarcar una
mayor area. Se han inyectado intratecalmente los serotipos AAV1, 2 y 5,
mostrando una mejor transduccion unicamente en neuronas sensoriales con
AAV1, seguido por AAVS y siendo casi imperceptible la de AAV2 (Ciron et al.,
2009). Apoyando estos resultados, otros trabajos donde se ha administrado
AAV1 unicamente han mostrado transduccion elevada de este tipo neuronal
(Hollis et al., 2008; lwamoto et al., 2009). También se ha demostrado que AAV8
transduce neuronas sensoriales por la misma via de administracion (Storek et
al., 2006; Storek et al., 2008).

De hecho, con vectores adenoasociados solo se han conseguido
transducir neuronas motoras eficientemente en médula espinal, mediante
inyeccién intramuscular con AAV6 y AAVS, a través de transporte retroaxonal
(Towne et al., 2010; Zheng et al., 2010), o mediante administracién intravenosa
de AAV9 (Duque et al., 2009). Resultados de nuestro grupo después de la
inyeccion intratecal con AAVrh10, mostraban una transduccion generalizada,
donde se podia observar la expresion del transgén, tanto en el 50% de las
neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal como en el 25-30% de
las motoneuronas de la médula espinal. Ademas no sdélo se transducian las

neuronas de la region dorsal sino también toracicas y cervicales (Homs, 2010).

Para testar si la administracion exégena de NRG1typelll era capaz de
recuperar las alteraciones moleculares demostradas en los ratones diabéticos
administramos intratecalmente AAVrh10-NRG1typelll en un modelo de ND.
Comprobamos que la expresion de NRG1typelll en ganglios de la raiz dorsal y
en médula espinal, alcanzaba el 80 y el 60% de expresion respectivamente
respecto a los animales controles, induciendo un aumento en la fosforilacion de
Akt en los animales inyectados con AAVrh10-NRG1typelll respecto a los
animales controles, lo que nos estaba indicando que la via de sefalizacién

mediante los receptores ErbB, via PI3 quinasa y Akt estaba activada, tal y



como se describioé en el trabajo del grupo de Yarden (Pinkas-Kramarski et al.,
1998). En cambio, no se observaron cambios significativos en la fosforilacion
de la quinasa p42/44, respecto a los animales inyectados con el vector viral

irrelevante (datos no mostrados).

La sobreexpresion de NRG1typelll en ratones diabéticos también
restaura los niveles de las proteinas de la mielina en un 60-80%. En cuanto a
los factores de transcripcion, se pudo observar como se corregian los niveles
para Sox10 y Egr2, llegando a estar al mismo nivel que los controles, y las
moléculas correguladoras de Egr2, nab1 y nab2, alcanzaban unos niveles
practicamente normales. Para Egr2 obtuvimos resultados consistentes
mediante WB, sin embargo los anticuerpos utilizados para detectar Sox10 no

funcionaron, por lo que queda pendiente de analisis.

Estos resultados se veian reflejados en el analisis electrofisioldgico de
los animales inyectados con los vectores adenoasociados, donde habia una
mejora del 20%, estadisticamente significativa, tanto en la velocidad de
conduccion sensorial en la parte proximal del nerviosa (SNCVp) como en la
motora (MNCV), correlacionando directamente estos resultados con el aumento
de la expresion de NRG1typelll tanto en neuronas sensoriales como motoras.
Estos niveles alcanzados eran practicamente los mismos que se pueden

observar para los animales ICR controles (Homs et al., 2010b) (Ver Anexo 2).

En los resultados morfométricos, el diametro axonal y de las fibras
mielinicas era significativamente mayor en los animales inyectados con
AAVrh10-NRG1typelll, con un aumento del 15 y el 13,6% respectivamente, aun
teniendo un numero similar de fibrar mielinicas en los dos tipos de animales.
También se observd un aumento del 12% en el grosor de la mielina, que
aunque no es estadisticamente significativo se puede relacionar directamente
con los resultados obtenidos para las proteinas de la mielina y el papel
promielinizante de NRG1typelll (Chen et al., 2006). Ademas, encontramos una
disminucién significativa en el numero de fibras degeneradas, que también
puede relacionarse con la sobreexpresion del transgén y su papel en la

supervivencia neuronal y de la células de Schwann (Adlkofer and Lai, 2000).



Ademas, estas observaciones corroboran los resultados obtenidos en las
electrofisiologias, ya que el aumento en la velocidad de conduccién nerviosa
sensorial y motora esta directamente relacionado con el diametro axonal y de

las fibras mielinizadas (Rushton, 1951).

A pesar de que la inyeccion de los vectores virales se ha realizado
cuando la afectacion a nivel de mRNA era ya bastante elevada, hemos podido
revertir al menos en un 60% el efecto de la hiperglucemia sobre la expresion de
NRG1typelll, las proteinas de la mielina y los factores de transcripcion
implicados en mielinizacion. Probablemente con tiempos de expresion mas
largos del transgén se conseguirian resultados aun mas significativos, tanto a

nivel molecular como fisioldgico e histopatologico.

A continuacién, quedan resumidos los resultados obtenidos tras la
transduccion especifica de neuronas sensoriales y motoras con AAVrh10-
NRG1typelll (Figura 63), y nos indican que la administracion especifica de este
vector ha revertido en buena parte los déficits en la expresiéon que habiamos
observado para las proteinas de la mielina y factores promielinizantes en las
células de Schwann, y este resultado se ve reflejado en la mejora tanto de la
velocidad de conduccion motora y sensorial como en el diametro axonal y de

las fibras nerviosas.
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Figura 63. Esquema de los resultados obtenidos tras la administracion de AAVrh10-

NRG1typelll en un modelo de neuropatia diabética



Existen diferentes trabajos publicados en cuanto al papel desmielinizante
que también puede ocasionar la via de NRG-ErbB. Es esencial estudiarlos a
fondo y darse cuenta de la importancia de las diferentes isoformas de NRG1 y

del papel que jugaria el dominio EGF-like en la via de sefalizacion.

En concreto, en el trabajo publicado por el grupo de Carroll, observan
una neuropatia hipertrofica que provoca una paralisis parcial en las
extremidades de ratones transgénicos que sobreexpresan NRG1
especificamente en SC (Huijbregts et al., 2003). En este caso el factor
promielinizante se esta expresando en el tipo celular incorrecto, ya que de
forma natural se expresa en células neuronales y este hecho ya puede estar
induciendo una funcion aberrante de la proteina. Ademas, la isoforma utilizada
es NRG1typell también llamada glial growth factor (GGF) y con el dominio
EGF-like (3. Utilizando la misma isoforma también se describid
desmielinizacion en cocultivos de SC y neuronas sensoriales que estaban

completamente mielinizados antes de la adicion de GGF (Zanazzi et al., 2001).

Mas recientemente y utilizando una forma soluble de NRG1 que contiene
la zona comun a todas las isoformas de NRG1 que se han utilizado en este
trabajo, el dominio EGF-like del tipo 1 y los aminoacidos conservados de su
alrededor, también se observd desmielinizacion en cocultivos de SC vy
neuronas sensoriales primarias (Yu et al.,, 2008). La utilizacion de la forma
soluble de NRG1B1 puede dar lugar a resultados diferentes a si se utilizan las
secuencias completas de cada isoforma pues en ellas existen zonas
especificas que podrian dar lugar a la activacion a su vez de diferentes vias de
sefalizacion. En el caso de NRG1typelll, una vez procesada por BACE, sigue
anclada a la membrana neuronal y se ha sugerido que una vez activado el
receptor ErbB en las SC, a su vez también estaria generando una sefal
autocrina de supervivencia de la propia neurona, que la forma soluble no podria
generar (Falls, 2003). En el trabajo del grupo de Corfas (Chen et al., 2006), la
utilizaciéon de lineas establecidas que expresan de forma constante NRG1typel
no generaban ningun efecto en la expresion de las proteinas de la mielina. En

nuestro caso, incluso el constructo de la forma extracelular de NRG1typelll



posee el dominio transmembrana unido al EGF-like por lo que la sefalizacion

dentro de la neurona podria seguir actuando.

Ademas, el grupo de Salzer ya describié que aunque en general la via
de p42/44 y también PI3 quinasa promovian la superviviencia de los diferentes
tipos celulares, su efecto en las SC dependia de su estado de desarrollo
(Maurel and Salzer, 2000). La activacion de la via de sefalizacion P13 quinasa
seria critica para la progresion desde la forma inmadura de SC hasta la SC
mielinizante, y sin embargo la via p42/44 podia inhibir el desarrollo hasta SC

mielinizante (Ogata et al., 2004).

Hasta ahora, no se conocia si cada isoforma de NRG1 podia
desencadenar un tipo de sefializacién especifica, el hecho de que haya un
splicing alternativo tan amplio y que se hayan observado diferentes resultados
con las distintas isoformas, hacia pensar que cada NRG1 podria ejercer un
papel diferente y activar una via de senalizacion diferente, segun el momento
del desarrollo. En el trabajo del grupo de Cabedo, sobreexpresan NRG1typelll
B3 especificamente en neuronas y unicamente observan cambios drasticos en
la estructura de las Remak bundles debidos a una dramatica proliferacién de
las SC no mielinizantes que llevan al desarrollo de depdsitos de colageno y
tumores en algunos ratones (Gomez-Sanchez et al., 2009). Al analizar la
senalizacion inducida por esta isoforma observan tanto activacion de la via Akt
como de p42/44 y no observan ningun cambio en el grosor de la mielina de los
axones con diametro mayor. Concretamente en nuestros experimentos hemos
observado activacion de la via P13 quinasa pero no de la via p42/44, cuando se
ha utilizado especificamente la isoforma NRG1typelll, con el dominio EGF-like
del tipo B1.

Muy recientemente se han publicado dos trabajos en los que han
demostrado que efectivamente NRG1typell y typelll activan vias de
senalizacion diferentes. Mientras que NRG1typell presenta un patron similar a
la forma soluble NRG1(31 activando la via PI3 quinasa mediante fosforilacion de
Akt y Erk, NRG1typelll sefializa mediante fosforilacion de Akt y es la unica que

activa NF-kB. Como resultado de esta diferente activacion, NRG1typell induce



desmielinizacion en los cultivos mientras que NRG1typelll estimula la
mielinizacion e incluso rescata el fenotipo desmielinizante en los cocultivos de
SC y neuronas sensoriales primarias de los ratones NRG1typelll*~ (Limpert and
Carter, 2010; Syed et al., 2010).

Al buscar tratamientos alternativos para la ND hay que tener en cuenta
diferentes aspectos, pero sobretodo, la gran variedad de factores causales y
contribuyentes en la patogenia y en toda la sintomatologia presente en la ND.
Hasta ahora, la parte fundamental del esquema terapéutico en los pacientes
con diabetes es el control de los niveles de glucosa y de insulina, pero no es
suficiente pues los pacientes acaban desarrollando las complicaciones. Incluso
y como hemos comentado anteriormente, los pacientes diabéticos que han

recibido transplante de pancreas igualmente acaban desarrollando ND.

Entre los farmacos mas utilizados para el tratamiento de la complicacion,
encontramos los inhibidores del enzima aldosa reductasa. Aunque en ensayos
preclinicos los resultados observados eran prometedores, en cuanto a la
mejoria en el estrés oxidativo y en apoptosis celular, incluso en la velocidad de
conduccion nerviosa, los resultados en los ensayos clinicos mostraban unas
leves mejorias en los pacientes (Gidal, 2006; Schemmel et al., 2009;
Shimoshige et al., 2009). También se han testado los efectos beneficiosos de
diferentes moléculas antioxidantes en diferentes modelos murinos, mostrando
mejoria en la velocidad de conducciéon nerviosa aunque sélo en un 5-10%
(Vallianou et al., 2009; Li et al., 20006).

Muchos de los esfuerzos terapéuticos se han centrado en encontrar
medicamentos paliativos para el dolor neuropatico, uno de los sintomas de la
ND. Aunque algun medicamento como la licosamida ha disminuido
significativamente la sensacion del dolor en algunos pacientes, no son ni
mucho menos definitivos (Rauck et al., 2007; Ziegler et al., 2010). También se
ha descrito la utilizacion de terapias con factores neurotréficos en modelos
murinos de ND donde se observaba una mejora de las funciones neuronales y
se restauraba parte del déficit neurotrofico (Christianson et al., 2003a; Liu et al.,

2009a). Desgraciadamente estos tratamientos son solamente utiles para



algunos pacientes, y cada vez se tienen mas evidencias que éste tiene que ser
completamente personalizado y segun la sintomatologia del paciente debe ser
diferente (Jensen et al., 2009; O'Connor and Dworkin, 2009).

Actualmente, la terapia génica es una de las disciplinas de la
biomedicina que presenta aplicaciones potenciales en el tratamiento de

enfermedades genéticas y adquiridas y para la vacunacion

Para que los ensayos de terapia génica para enfermedades cronicas
tengan éxito, es necesario que la expresion del gen terapéutico se mantenga
durante gran parte de la vida del paciente a niveles terapéuticos, para revertir el
fenotipo de la enfermedad. Para ello, es imprescindible el desarrollo de
vectores seguros que permitan la expresion del transgén durante un plazo largo
y que evite la respuesta inmune del paciente, punto imprescindible para que

estos vectores puedan ser utilizados en protocolos de terapia génica in vivo.

Existen dos tipos de vectores, los virales y los no virales, siendo los
primeros los mas utilizados por su potencial eficiencia de transduccion de las

células diana y por permitir una elevada expresion del gen terapéutico.

Los vectores adenoasociados se empezaron a utilizar en diferentes
ensayos clinicos para diferentes enfermedades como vectores de terapia
génica porque comparados los adenovirus no activaban una respuesta inmune
del huésped (Manno et al., 2003; Flotte, 2005; Kaplitt et al., 2007; Brantly et al.,
2009). Aunque recientemente se ha encontrado que si estimulan la respuesta
inmune cuando infectan a células dendriticas (Sabatino et al., 2007; Lorain et
al., 2008). Resultados de nuestro grupo muestran que la administracion de
AAVrh10 no induce la produccion de anticuerpos neutralizantes en los animales
transducidos (Homs, 2010), dato que nos indica que seguramente este serotipo
no transduce células dendriticas ya que si se han encontrado anticuerpos
neutralizantes para los serotipos que infectan este tipo celular (Lorain et al.,
2008). Para confirmar estos datos, realizamos infecciones de células

dendriticas con este serotipo para analizar sus niveles de transduccion.



En definitiva, la administraciéon de genes como NRG1typelll de manera
selectiva en SNP puede conducir a diferentes aplicaciones importantes dentro
del campo de la terapia génica y podria aportar nuevas estrategias terapéuticas
para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas como la ND donde esta
afectada la mielinizacion, la atrofia muscular espinal, la esclerosis lateral
amiotréfica o las diferentes neuropatias hereditarias, asi como también para el
tratamiento del dolor. No obstante, seria adecuado expresar NRG1typelll de

forma regulada para evitar la sobreexpresion generalizada de este factor.



CONCLUSIONES






El aumento de la concentracion de glucosa induce una disminuciéon en la
expresion y una downregulacién del promotor de la principal proteina de la

mielina (P0), en cultivos primarios y establecidos de células de Schwann.

El aumento de la concentracion de glucosa induce una disminucién de las
proteinas de la mielina PO, MBP y PMP22, y de los factores implicados en
mielinizacién, Sox10, Egr2 y sus correguladores nab1 y nab2, en cocultivos de

células de Schwann y neuronas sensoriales primarias.

La hiperglucemia induce una disminucion de las proteinas de la mielina PO,
MBP y PMP22, y de los factores de transcripcion implicados en mielinizaciéon
Sox10, Egr2 y sus correguladores nab1 y nab2, en los nervios ciaticos de
ratones ICR adultos a semana 1 después de la induccion de la diabetes y

también en ICR jovenes y NOD diabéticos.

El aumento de la concentracibn de glucosa induce una disminuciéon de
NRG1typelll en cocultivos de células de Schwann y neuronas sensoriales
primarias, en cultivos de neuronas sensoriales purificadas y en cultivos de

motoneuronas.

La hiperglucemia induce una disminucion de NRG1typelll en ganglios de la raiz
dorsal y en médula espinal de ICR adultos tres dias después de la induccion de

la diabetes y también en ICR jovenes y NOD diabéticos.

Los vectores lentivirales y adenoasociados generados para las tres isoformas
de NRG1 con la secuencia completa o Unicamente con el dominio extracelular
son funcionales in vitro en cocultivos de HEK293 y células de Schwann

primarias.

La eficiencia de transduccion de los cocultivos de células de Schwann y
neuronas sensoriales es mayor con AAVrh10 que con otros serotipos de AAVs
testados, y AAVrh10 transduce especificamente neuronas sensoriales en

cultivos organotipicos de ganglios de la raiz dorsal.

Tanto AAVrh10 como los lentivirus infectan eficientemente los cultivos de

neuronas purificados.
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Mediante administracion intratecal de AAVrh10-NRG1typelll se ha demostrado
que la sobreexpresion de NRG1typelll en ganglios de la raiz dorsal y en
médula espinal, activa la via de sefalizacién en los nervios ciaticos de los

animales inyectados.

Los animales diabéticos inyectados con AAVrh10-NRG1typelll, recuperan en
un 80% la expresién de las proteinas de la mielina PO, MBP y PMP22, y entre
un 90-100% la expresion de los factores de transcripcién Sox10, Egr2 y sus

correguladoras nab1 y nab2.

Los animales diabéticos tratados con AAVrh10-NRG1typelll muestran un
aumento del 20% en la velocidad de conduccion nerviosa motora y sensorial,

respecto a los animales controles.

Los nervios tibiales de los animales diabéticos tratados con AAVrh10-
NRG1typelll muestran un aumento del 15% en el diametro axonal y de las

fibras mielinizadas, respecto a los animales controles.
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1. MATERIALES

1.1. VECTORES PLASMIDICOS

Los vectores plasmidicos utilizados en este trabajo son, pAAVCAG-PLK-
WPRE, pAAVCAG-PLK-GFP-WPRE (generado en nuestro laboratorio), pCl-
neo, pPBSK-WPRE (Donello et al., 1998), pCl-neo-WPRE (generado en nuestro
laboratorio), pGG2, pGG2-WPRE (generado en nuestro laboratorio), pCDNA3-
NRG1typelllECD/FL, pCDNA3-NRG1typellECD/FL, pCDNAG3-
NRG1typelECD/FL (las 6 construcciones cedidas por el Dr. Corfas del
Children’s Hospital de Harvard), pGG2-NRG1typellECD/FL-WPRE, pGG2-
NRG1typellECD/FL-WPRE, pGG2-NRG1typelECD/FL-WPRE (las 6
construcciones generadas en nuestro laboratorio), pWPT-GFP, pWPT-
NRG1typelllECD/FL, pWPT-NRG1typellECD/FL, pWPT-NRG1typelECD/FL
(las 6 construcciones generadas en nuestro laboratorio), pXX6, pRep2Cap1,
pRep2Cap9 (Fisher et al., 1996), pSPAX2 y pMD2G (Naldini et al., 1996).

1.2. CULTIVOS CELULARES

Para realizar los correspondientes analisis in vitro del efecto de las
diferentes concentraciones de glucosa sobre la expresion de las proteinas de la
mielina, se utilizaron dos lineas celulares de células de Schwann (SC)
establecidas, RT4-D6P2T y S16. La primera es una linea celular tumoral de
células de Schwann de rata y la segunda una linea celular también de células

de Schwann de rata en este caso inmortalizadas (Sasagasako et al., 1996).

Las RT4-D6P2T derivan de una linea celular que se establecid
inicialmente como RT4-D (Hagiwara et al., 1993), posteriormente se obtuvo un
clon RT4-D6 y de éste un subclon RT4-D6P2T que se corresponde con la linia

celular utilizada. Durante todo el trabajo nos referiremos a este clon como RT4.

Se conoce que RT4 y S16 tienen unos niveles de expresion de proteinas

mielinizantes similares a los niveles presentes en nervio ciatico de ratén adulto.



Ambas expresan PMP22 y PO. MAG (myelin associated protein) y MBP (myelin

basic protein) solo estan expresadas en S16 (Hai et al., 2002).

Ademas se utilizaron cultivos primarios de SC de ratén, cultivos
primarios de neuronas sensoriales y cocultivos de SC con neuronas
sensoriales para testar también el efecto de la concentracién de glucosa sobre

la expresion de proteinas de la mielina y genes involucrados en mielinizacion.

Para la produccion de los virus adeno-asociados (AAV) se utiliza la linea
celular HEK-293. En concreto los AAVs se producen a partir de un clon de esta
linea celular llamado 293-AAV (Stratagene). Para la produccion de los vectores
lentivirales (LV) también la misma linia pero el clon llamado 293-T (Stratagene),
esta variante contiene el antigeno largo T-SV40, para la replicacion de los
plasmidos que contienen el origen de replicacion SV40. Ambas lineas, nos
permiten obtener una elevada eficiencia de produccién de los correspondientes

vectores.

Para testar la expresion del transgén procedente de las construcciones
plasmidicas y de los vectores virales, se utiliza otro clon de 293, las 293-QB (Q-
BlOgene). Ademas, se utilizaron cocultivos de estas células y SC primarias de
rata para testar la funcionalidad de todos los vectores virales, tanto los AAV

como los LV.

1.3. ANIMALES

Se utilizaron ratones ICR machos entre 8 y 12 semanas de edad, crias
entre P3-5 (edad postnatal) y a P18 y embriones E13,5 (edad embrionaria).
NOD machos y hembras una vez desarrollada la diabetes y crias entre P3-5 de
rata Sprague Dawley. Los animales fueron alimentados ad-libitum con una
dieta estandar (PanLab, Espafia) y con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas de

duracion.



Los experimentos con animales se realizaron segun la legislacion
vigente y con la aprobacién del comité de ética y experimentacion animal y
humana de la UAB.

2. METODOS

2.1. OBTENCION Y ANALISIS DE DNA

2.1.1. Minipreparacion de DNA plasmidico

Para la obtencion de DNA plasmidico, se realizan minipreparaciones de
DNA mediante lisis alcalina de un precultivo de bacterias y su posterior
precipitacion con isopropanol. Se parte de cultivos de 3ml del correspondiente
medio selectivo que ha sido inoculado con colonias aisladas crecidas
previamente en placas LB-agar selectivas. Mediante esta técnica se obtiene
DNA plasmidico en bajas cantidades (5-15ug) y poca pureza pero suficiente
para poder realizar digestiones con enzimas de restriccion o amplificar por
PCR.

Reactivos: Medio LB liquido (Luria Broth (Miller’'s LB Broth) de Conda)
con ampicilina a 100ug/ml (USB). Isopropanol y etanol absoluto (Panreac).
Solucion de resuspension (4°C): 50mM Tris-HCI (Sigma) pH8,0, 10mM EDTA
(USB), 100pg/mL RNAsa (Sigma); Solucion de lisis: 200mM NaOH (Panreac),
1% SDS (w/v) (USB); Solucion de precipitacion protéica (4°C): 3M acetato

potasico pH=5,5 (Panreac).

Procedimiento: Se pelletea el cultivo bacteriano mediante centrifugacion
durante 1 minuto a 12000g, se descarta el sobrenadante y se resuspenden las
células en 200ul de solucion de resuspension. Se anaden 400ul del tampdn
alcalino de lisis, se invierte varias veces y se incuba 5’ a temperatura ambiente.
Se neutraliza mediante adicién de 400ul de la solucién de acetato potasico para
precipitar las proteinas. Se invierte hasta conseguir una suspension

homogénea y se incuba a 0°C durante 10’. Se centrifuga 10’ a 12000g y se



traspasa el sobrenadante. Para precipitar el DNA plasmidico se afaden 0,6
volumenes de isopropanol y se incuba la solucion durante 10° a temperatura
ambiente. Después se centrifuga durante 10° a 12000g, y se descarta el
sobrenadante. Se realiza un lavado con 400ul de etanol 70% (v/v) y se
centrifuga 8 a 12000g. Se descarta el sobrenadante, se deja secar el

precipitado y se resuspende en 30ul de agua MiliQ.

2.1.2. Maxipreparacion de DNA plasmidico

Para la obtencién de DNA plasmidico en cantidades elevadas (250-
1000pg) se ha utilizado el kit comercial E.Z.N.A™ Fasftfilter (Omega Bio-Tek),
siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante. La preparacion obtenida tiene

una pureza adecuada para la transfeccion de células en cultivo.

Procedimiento: Se parte de 200ml de cultivo, tras una lisis alcalina de las
bacterias y posterior precipitacion con acetato potasico, el DNA se purifica por

cromatografia de intercambio idnico en columna y se precipita con isopropanol.

2.1.3. Megapreparacion de DNA plasmidico

Para la obtencion de DNA plasmidico en cantidades elevadas (1g-2g) se
ha utilizado el kit comercial Plasmid Mega Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo
facilitado por el fabricante. La preparacion obtenida tiene una pureza adecuada

para la transfeccion de células en cultivo.

Procedimiento: Se parte de 2| de cultivo, tras una lisis alcalina de las
bacterias y posterior precipitacion con acetato potasico, el DNA se purifica por
cromatografia de intercambio iénico en columna y se precipita con isopropanol.

2.1.4. Clonaje por ligaciéon

Esta tecnologia se basa en unir dos segmentos de DNA para generar

una unica molécula capaz de replicarse de forma autbnoma en una bacteria.



Procedimiento: Para preparar vector e inserto para ser ligados, se
digieren con enzimas de restriccion (Fermentas y New England Biolabs),
posteriormente se separan las bandas de interés mediante electroforesis en gel
de agarosa 1% (p/v) (Amresco) en tampén TAE 1X (TAE 50X: 2M Tris base
(Sigma), 0,05M EDTA (USB), acido acético glacial (Panreac), pH 8,5),
aplicando 110V durant 75. El tampén de carga utilizado (10x) contiene 50%
glicerol (v/v) (Panreac), 1% SDS (p/v) (USB), 0,1% Bromophenol Blue (p/v)
(Sigma), 100mM EDTA pH 8 (USB); y el marcador de pesos molecular
GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Fermentas). Para visualizar los fragmentos de
DNA se tifie el gel con una soluciéon con bromuro de etidio (6ug/ml) (Invitrogen)
durante 10’ en agitacion, posteriormente se expone el gel en un transiluminador
de UV (Syngene). Las bandas de DNA de interés se purifican mediante el kit
Geneclean TurboKit (Q-BIOgene) y se cuantifican por espectrofotometria (1
unidad de DOy se corresponde con una concentracion de 50ug de DNA/mL)

con Nanodrop (NanoDrop Technologies).

Cuando el vector se digiere sélo con un enzima, con dos enzimas que
generan extremos romos o compatibles, se tiene que realizar una
defosforilacion de los extremos para evitar la religacion. Normalmente se
utilitza 1yl de TSAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase) (Promega), se
incuba 1h a 37°C y después se inactiva por calor a 74°C durante 15'. Para la
catélisis de la reaccion de ligacién utilizamos la T4DNA ligasa (New England
Biolabs). Es habitual utilizar 50ng del vector por reacciéon de ligacién. Para
calcular la cantidad molar equivalente del inserto hay que conocer la relacion
de medidas entre vector e inserto, multiplicando 50ng por esta relacién
sabremos los ng de inserto equivalentes a esa cantidad de vector. Ademas de
la condicién equimolar (1:1), utilizamos otra relacion donde existe un exceso de
inserto en relacion al vector (1:3). Para los controles normalmente se hace una
reaccion sin ligasa para determinar la cantidad de vector sin digerir y una
condicion con vector y ligasa sin inserto para determinar la eficiencia de la
TSAP.

Las reacciones de ligacion se realizan a 16°C O/N. Posteriormente las

ligaciones se transforman en células E.coli TOP10 (Invitrogen)



quimiocompetentes mediante heat shock y se siembran en placas de LB-agar
con el antibiético correpondiente, se incuban a 37°C O/N. Seguidamente se
inoculan a partir de colonias individuales precultivos de medio LB mas el
antibidtico de seleccion y se incuban O/N a 37°C en agitacién. A partir de las
bacterias del precultivo se extrae el DNA plasmidico y se analiza si se ha
producido la introduccion del inserto en el vector correctamente por digestion

con enzimas de restriccion.

A continuacion se adjunta la tabla con los clonajes realizados para la

generacion de los plasmidos utilizados para la produccion de los vectores

virales.
Construccion final Origen del vector Origen del inserto
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Tabla 4. Esquema de los pasos de clonaje. La letra “p” delante de los enzimas indica
que se ha tenido que realizar digestion parcial del plasmido porque el inserto tenia una diana

interna.



2.1.5. Preparacion de bacterias quimiocompetentes

Para poder transformar las bacterias, éstas han de adquirir la habilidad
de poder introducir el DNA. Las células utilizadas son quimiocompetentes
TOP10 (Invitrogen).

Reactivos: E.coli TOP10; TFB1: 100mM cloruro de rubidio (Fluka), 50mM
cloruro magnésico (Sigma), 30mM acetato potasico (Panreac), 10mM cloruro
célcico (Sigma), 15% glicerol (Panreac), pH=5,8 (HCIl); TFB2: 10mM MOPS
(Fluka), 10mM cloruro de rubidio (Fluka), 75mM cloruro calcico (Sigma), 15%
glicerol (Panreac), pH=6,8 (HCI). Los dos tampones son esterilizados mediante
filtros de 0,22um (Millex).

Procedimiento: Se inoculan 200ml de LB a partir de 5ul de células. Se
incuba el cultivo a 37°C en agitacion hasta que llegue a fase exponencial de
crecimiento a una densidad optica (DOeno) de 0,5. Después de una incubacion
en hielo durante 5’ se pasa el cultivo a Falcons de 50ml y se centrifugan 5’ a
4000g a 4°C. Se decanta el sobrenadante y se resuspende el péllet en 30ml de
TFB1 por cada 100ml de cultivo y se incuba en hielo durante 90'.
Posteriormente se centrifugan 5’ a 4000g a 4°C, se decanta el sobrenadante y
se resuspende el péllet en 4ml de TFB2 por cada 100ml de cultivo original.
Finalmente se hacen alicuotas de 100upl en eppendorfs frios (-80°C),

manteniéndolos en nieve carbodnica y se almacenan a -80°C.

2.1.6. Transformacion bacteriana

La transformacion es la introduccién del DNA plasmidico dentro de la

célula bacteriana, se realiza por choque térmico.

Reactivos: placas (Nunc) de LB-agar (Luria Broth (Miller's LB
Broth)(Conda), agar (Panreac) con ampicilina a 100ug/ml (USB), medio LB

liquido con y sin ampicilina.



Procedimiento: Se descongelan los viales de células quimiocompetentes
en hielo durante 10’ y se le anade 5ul de la reaccion de ligacion. Se dejan 30’
en hielo y posteriormente se realiza el heat shock, manteniendo los viales
durante 45” a 42°C y después poniéndolos en hielo durante 2’. Se le afiade a
cada vial 200ul de LB sin antibidtico y se incuban 1h a 37°C en agitacion
permitiendo asi la recuperacion de las bacterias y la sintesis de las proteinas
del plasmido entre ellas la que le conferira la resistencia al antibidtico. Se

siembran las células en placas con ampicilina y se incuban O/N a 37°C.

2.2. OBTENCION Y ANALISIS DEL RNA

El RNA es muy sensible a la accién de las RNAsas, por tanto es muy
importante utilizar material libore de RNAsas, preparar las soluciones con agua-

DEPC y trabajar siempre con guantes.

2.2.1. Extraccion del RNA

Reactivos: Trizol (Invitrogen), Qiazol (Qiagen), dietilpirocarbonato
(DEPC) (Sigma), pistilos (Eppendorf).

Procedimiento: Para la preparacion del agua-DEPC se pone el volumen
necesario de agua en un recipiente libre de RNAsas (vidrio pyrex, 3h a 250°C),
se le anade el DEPC hasta 0,01% (v/v), se deja O/N a 37°C y posteriomente se
autoclava dos veces para inhibir el DEPC. Para la extraccion de RNA de
células en cultivo, se lisan afiadiendo 1ml de Trizol por cada 10cm?, pasando el
lisado celular varias veces por la pipeta. Para la extraccidon de RNA de tejidos
de SNP, se anade 1ml de Qiazol (se utiliza para tejidos con alto contenido en
lipidos) por gramo de tejido y se homogeniza completamente con pistilos. Para
las muestras de tejido se realiza una centrifugacion de 10’ a 12000g a 2-8°C
para eliminar los restos de tejido. En ambos casos se incuban las muestras 5’ a
15-30°C (para la disociacion de los complejos nucleoproteicos) y se les afade
0,2ml de cloroformo por cada ml de Trizol/Qiazol utilizado, se agitan 15" con
vortex y se incuban 2-3' a 15-30°C. Se centrifugan 15 a 12000g a 2-8°C,

seguidamente se recupera la fase acuosa de cada muestra y se anade 0,5ml



de isopropanol por cada ml de Trizol/Qiazol utilizado. Después de una
incubacion de 10’ a 15-30°C, se precipita el RNA centrifugando 10’ a 12000g a
2-8°C, se decanta el sobrenadante y se realiza un lavado del péllet con etanol
al 70% (con agua tratada con DEPC) a razéon de 1ml por cada ml de
Trizol/Qiazol utilizado, se mezclan con vértex y se centrifugan 5’ a 7500g a 2-
8°C. Se decanta el sobrenadante y una vez seco el péllet de RNA, se
resuspende con agua pretratada con DEPC, pasando la solucion unas cuantas
veces por la pipeta e incubando 10’ a 55-60°C. Finalmente se mide la

concentracion espectrofotométricamente con Nanodrop y se almacena a -80°C.

2.2.2. Analisis del RNA por real-Time PCR

La PCR en tiempo real (real-time PCR) se utiliza para cuantificar
diferencias en la expresion de mRNA. La técnica se basa en la utilizacién de un
termociclador espectrofluorométrico y una molécula llamada sybrgreen que se
intercala en las cadenas dobles de DNA (dsDNA) y no en el DNA de cadena
sencilla (ssDNA). Al unirse al dsDNA emite fluorescencia que el termociclador
detectara durante la reaccion de PCR en la fase de elongacion de las cadenas.
Para proceder a la cuantificacion del mRNA hay que obtener el RNA total de la
muestra a analizar, proceder a la retrotranscripcion de los mRNAs utilizando un
primer poliT (oligodT) que se unira a las colas poliA retrotranscribiendo
unicamente estos RNAs. Posteriormente con el cDNA obtenido se realiza la

reaccion de real-time PCR.

Reactivos: Omniscript RT Kit (Qiagen), oligodT (Invitrogen), RNAse
inhibitor (Qiagen), FastStart Sybrgreen Master (Fermentas), Smart Cycler
reaction tubes (Cepheid), Termociclador espectrofluorométrico Smart Cycler Il
(Cepheid).



Primers:

Primer Forward Primer revers
r36B4 atggatacaaaagggtcctggc agccgcaaatgcagatggatc
m36B4 atgggtacaagcgcgtcctg agccgcaaatgcagatggat
NRG1typelll ttcccttctccagetcggace gtcccagtcgtggatgtagatg
PO tctcaggtcacgctctatgtc caggtagaagagcaacagcag
MBP ggtgcgcccaageggggce acttctggggcagggagcc
PMP22 ctcttgttggggatcctgttc aaggcggatgtggtacagttc
MAG agcacagcgtcctggacatc ggcccagccagctcagctc
Sox10 ccagagcacccctcaggceca ttgccgaagtcgatgtggggce
Egr2 gaactgggaggcccctttg cagagatgggagcgaagctac
nab1 tccgagtgtgcagaaccgac tccaaggtgaatgcagagtgag
nab2 agcccctgtgtgectgcaag gcctccactttaacgctgcetc

Tabla 5. Primers utilizados para la PCR cuantitativa. “r’ o “m” delante del nombre de
cada primer indican la especie de origen, rata o ratdn respectivamente. Las otros primers se

pueden utilizar para amplificar secuencias de las dos especies.

Procedimiento: Para poder analizar por real-time los RNAs extraidos,
primero se retrotranscribe cada muestra de RNA. Partiendo de 1ug de RNA y
mediante la utilizacion del Omniscript RT Kit, oligodT y RNAse inhibitor, se
obtiene el cDNA de cada muestra siguiendo el protocolo adjuntado en el kit.
Posteriormente, utilizando una dilucion 1/10 de cada cDNA, el FastStart
Sybrgreen Master y el par de primers especificos para cada gen a estudiar,
realizando duplicados de cada muestra y siguiendo el protocolo del proveedor,

se realiza la Real-time PCR en el termociclador espectrofluorométrico.

Programa utilizado:

95°C -5’

95°C — 15”

58°C - 30” 45 ciclos
72°C - 30”

Una vez obtenidos los resultados y antes de proceder al analisis, todas

las muestras se separan en geles de agarosa al 2% (w/v), se recuperan las



bandas y se secuencian (Servicio de Secuenciacion de la Universitat Autbnoma
de Barcelona) para asegurar que los fragmentos amplificados son

especificamente del gen que estabamos amplificando.

Analisis de los datos obtenidos por el termociclador
espectrofluorométrico: el dato que se utiliza para analizar la cantidad de RNA
presente en las muestras analizadas es el valor de Ct (threshold cycle) que
representa el ciclo de la reaccion de PCR en el cual la fluorescencia que
detecta el termociclador supera un nivel umbral establecido previamente, igual
en todas las muestras y experimentos. La férmula utilizada para calcular los
resultados es una ratio que compara el valor de la Ct de cada muestra con la
media de los valores de Ct del grupo de animales control correspondiente y
todo normalizado por los valores correspondiente al gen constitutivo utilizado
(housekeeping, m36B4) (Pfaffl, 2001).

2.3. OBTENCION Y ANALISIS DE PROTEINAS

En este trabajo se ha realizado extraccion de proteinas totales de
cultivos celulares establecidos y primarios, ademas de muestras de tejidos de

diferentes areas de SNP, ganglios de la raiz dorsal, nervios ciaticos y médulas.

2.3.1. Extraccion de proteinas

Reactivos: buffer lisis RIA (50 mM Tris-HCI (pH 7,4) (Sigma), 150mM
NaCl (Panreac), 1mM EDTA (USB), 1% NP-40 (Panreac) and 0,25%
deoxicolato sdédico (Fluka), tableta con inhibidores de proteinas (Roche),

sonicador (Sonics).

Procedimiento: En el caso de los extractos celulares, éstos se
resuspenden en 100ul de buffer RIA y se homogenizan mediante sonicacion
utilizando 2-4 pulsos de 10” a 20A, manteniendo las células en hielo. En las
muestras de tejidos se anade 200ul para ganglios y ciaticos, 400ul para
médulas y las muestras se homogenizan utilizando unos 5-10 pulsos de 10” a

30A, también manteniendo las células en hielo evitando que se calienten para



evitar posibles degradaciones protéicas. Una vez finalizada la homogenizacién
en el caso de las muestras de tejidos, se centrifugan durante 15 a 12000g a
4°C para eliminar los restos de tejido, se recoge el sobrenadante y se guarda a

-20°C hasta su cuantificacion.
2.3.2. Cuantificacién de proteinas

Todos los extractos proteicos se cuantifican siguiendo el método
colorimétrico BCA™ Protein Assay Kit (Pierce) que estd basado en la
capacidad quelante que tiene el acido bicinconinico (BCA) con los iones Cu*
resultantes de la reduccion del Cu®* a Cu® por los enlaces peptidicos de las
proteinas en solucion alcalina, lo que se conoce como reaccion de Biuret. El
hecho que los iones Cu® sean quelados por cada 2 moléculas de BCA
afavorece el viraje de la solucion verdosa a lila que absorbe a 562nm y que se

puede medir por espectrofotometria.

Reactivos: Protein Assay Kit (Pierce), Nanodrop (NanoDrop

Technologies).

Procedimiento: Se parte de una recta patrén que consiste en diluciones
seriadas desde un stock de albumina bovina sérica (BSA) proporcionada en el
kit, que esta a 2mg/ml hasta 0,0625mg/ml. También se preparan las diluciones
de las muestras protéicas a cuantificar (hormalmente 1/10, pero puede variar si
los valores no entran en la recta). Se prepara la solucién working reagent tal y
como indica el fabricante y se mezcla con 2ul de recta patron o de nuestras
muestras a cuantificar y se deja la reaccién incubando 30" a 37°C.
Posteriormente se mide la absorbancia a 562nm en el nanodrop, empezando
por la recta patron a partir de la cual se interpolan las medidas de absorbancia
de las diferentes muestras, obteniendo las concentraciones para cada una de

ellas.



2.3.3. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

La técnica de electroforesis SDS-PAGE se basa en la capacidad de
movilizacion de las particulas con carga cuando se les aplica un campo
eléctrico. La presencia de un detergente anidénico como es el caso del SDS,
hace que las proteinas se desnaturalicen, se rompen los enlaces disulfuros y

puedan migrar y separarse segun su tamano molecular.

Reactivos: Solucidén Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) (Amresco), tampdn
SDS-TrisHCI a pH 8,8 (1,5M Tris, 0,4% SDS), tamp6n SDS-TrisHCI a pH 6,8
(0,5M Tris, 0,4% SDS), APS 10% (Amresco), tetrametil-etilen-diamina (TEMED)
(Sigma), tampdn de carga 5X (20% glicerol (Panreac), 10% SDS (USB), 0,32%
2-mercaptoetanol (Sigma), 0,02% bromofenol blue (Sigma)), marcador de peso
molecular (PageRuler Pre-Stained, (Fermentas)), cubeta Mini Protean Tetra
Cell (BioRad), tampon de electroforesis 1X (25mM Tris (Sigma), 192mM glicina
(Serva), 1% SDS (USB)).

Procedimiento: Se prepara un gel separador con concentracion variable
de acrilamida segun el rango de peso molecular de las proteinas que se
quieran detectar y un gel concentrador que esta siempre a 3,9% de acrilamida
que es la zona donde se cargaran las muestras. Para la polimeracion se afiade
TEMED y APS. Segun el grosor de los espaciadores de los cristales utilizados
los geles pueden ser de 0,75mm o 1,5mm, pudiéndose cargar el doble de
muestra en los segundos. Las muestras se preparan diluyendo la cantidad de
Mg que se desee correr con agua y con el tapdn de carga 5X y se
desnaturalizan a 98°C durante 10’. Posteriormente se cargan en el gel y se
realiza la electroforesis a un voltaje inicial de 100V durante 20-25 para que las
proteinas se concentren antes de entrar en el gel separador, y posteriormente

durante 1h-1h15’ a 150V segun las bandas que se quieran detectar.

2.3.4. Electrotransferencia

Reactivos: Transblot semidry transfer cell (BioRad), membranas PVDF

(GE Healthcare), metanol (Panreac), tampén de transferencia 1x (25mM Tris



(Sigma), 192mM Glicina (Serva)), papel Protean XL Size (BioRad), tampdn

Ponceau (5% en agua con acido acético) (Sigma).

Procedimiento: Las proteinas presentes en el gen de acrilamida se
transfieren a una membrana de PVDF que previamente se activa durante 10”
segundos en metanol, seguido de un lavado de 5’ en agua destilada y 15’ en
tampon de transferencia. El gel de acrilamida con las proteinas también se
equilibra durante 20’ en tampdn de transferencia igual que dos trozos de papel
Protean. Se monta el sandwich de la transferencia que de abajo a arriba consta
de papel, membrana, gel y otro papel eliminando con un rodillo las burbujas
que puedan interferir durante el proceso. La transferencia se realiza durante 45’
a 25V, y una vez finalizada se pueden visualizar las proteinas mediante tincion
de 5’ con Ponceau y lavando con agua destilada posteriormente para eliminar

el exceso de solucion, que posteriormente no influird en la inmunodeteccion.

2.3.5. Inmunodeteccion

Reactivos: TBS (50mM Tris (Sigma), 136mM NaCl (Panreac), 40mM KCI
(Panreac), pH 7,5), leche en polvo (Central Lechera Asturiana), albumina
bovina sérica (BSA) (Sigma), Tween-20 (Sigma), anticuerpos primarios y
secundarios, ECL Plus Western Bloting Detection (GE Healthcare), Hyperfilm
ECL high performance chemiluminescence film (GE Healthcare), tampdén de
deshibridaciéon (62,5mM Tris (Sigma), 100mM 2-mercaptoetanol (Sigma), 2%
SDS (USB)).

Anticuerpos primarios

Organismo | Dilucién Casa comercial
OctA-Probe (D-8) Conejo 1/300 Santa Cruz
P-tirosina 4G10 Ratén 1/1000 Upstate
PO Conejo 1/500 Abcam
Egr2 Conejo 1/300 Santa Cruz
P-Akt Conejo 1/500 Cell Signaling
Akt total Conejo 1/500 Cell Signaling
Actina Conejo 1/1000 Sigma




Anticuerpos secundarios

Organismo | Dilucién | Casa Comercial
Swine anti-rabbit HRP Cerdo 1/3000 Dako
Rabbit anti-mouse HRP Conejo 1/3000 Dako

Tabla 6. Anticuerpos utilizados en los western-blot.

Procedimiento: Una vez la membrana esta transferida correctamente, se
procede al bloqueo durante 1-2h a temperatura ambiente en una soluciéon que
evitara las uniones inespecificas del anticuerpo primario, que normalmente es
5% de leche en TBST (TBS con 0,1% de Twenn-20), para la inmunodeteccién
de proteinas fosforiladas se usa la solucion de bloqueo 5% de BSA en TBST.
Posteriormente se incuba la membrana con 3-5ml de una dilucion del
anticuerpo en solucién de bloqueo a la concentracion que indica el fabricante
(ver Tabla 6), O/N a 4°C excepto la actina que se incuba 1h a temperatura
ambiente. Al dia siguiente se realizan 3 lavados de la membrana de 10’ con
TBST y se incuba la membrana durante 1h a temperatura ambiente con la
dilucion del anticuerpo secundario (ver Tabla 6) que esta conjugado con
peroxidasa de rabano, en solucién de bloqueo. Posteriormente se realizan 3
lavados de la membrana de 10’ con TBST y se procede a la deteccion. Se
mezclan los dos componentes del kit ECL Plus como indica el fabricante y se
incuba la solucion encima de la membrana durante 5’ para que el luminol del kit
reaccione con la peroxidasa y emita luz. Finalmente se exponen peliculas
fotograficas con la membrana durante un determinado tiempo y se revelan
automaticamente con una maquina que suministrara al film la sustancia
reveladora, fijadora y finalmente agua destilada. Las bandas obtenidas en los
films se escanean y densitometran con el programa GeneSnapSyngene y los
resultados definitivos los obtenemos al normalizar los niveles obtenidos de las
proteinas de interés por los de la actina. Si se tiene que inmunodetectar una
proteina del mismo tamafio que una anterior hay que proceder a la
deshibridacién de los anticuerpos mediante incubacion de la membrana
durante 1h a 55°C con el tampdn de deshibridacion. Seguidamente habra que
volver a activar la membrana con metanol y a incubar la membrana con
solucién de bloqueo y ya se podra proceder a la incubacidén con el siguiente

anticuerpo primario, como se ha descrito anteriormente.



2.4. TECNICAS GENERALES DE CULTIVO CELULAR

La manipulacion de cultivos celulares se realizo en las instalaciones de
nivel 2 de seguridad biologica de la Unidad de Produccién de Vectores del

CBATEG, para mantener al maximo las condiciones de asepsia y esterilidad.

Equipamiento general: Campana de flujo laminar vertical con sistema de
luz ultraviolada (Telstar). Incubador de células (Forma Scientific), de atmdsfera
controlada (5% CO3, 95% O,, 95% de humedad relativa y 37°C de
temperatura). Congelador -80°C (Forma Scientific). Microscopio invertido
(Nikon). Material fungible: pipetas de plastico estériles (ALP), placas de 10 y
15cm de diametro, placas de 6, 24 y 96 pozos, tubos cénicos de 15 y de 50ml,

criotubos, scrapppers (Nunc).

2.4.1. Mantenimiento de cultivos celulares en monocapa

Reactivos: Medio de crecimiento: Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (PAA), contiene 4,5 mg/mL glucosa y L-glutamina, se complementa
con un 10% (v/v) de Suero Fetal Bovino (FBS) (PAA) y antibidticos
penicilina/estreptomicina (P/S) 1x (100x) (PAA). Tampodn fosfato salino (D-
PBS): 137mM NaCl, 3mM KCI, 10mM Na2HPO4-7H20 1,7mM KH,PO,4 pH 7,4
(Panreac), Tripsina-EDTA (1x) (PAA).

Procedimiento: El mantenimento normalmente se realiza en placas de
15cm. Para los tipos celulares utilizados, se aspira el medio y se hace un
lavado con 5ml de D-PBS. Se elimina el D-PBS y se afiaden 3ml de tripsina y
se deja actuar 3min a 37°C. Observamos que las células se han
desenganchado completamente de la superficie de la placa y se afiaden 5ml de
medio de cultivo que inhibira la accién de la tripsina. Con una pipeta
procedemos a la disgregacion mecanica hasta obtener una suspension
homogénea que se centrifuga durante 5’ a 1000g, eliminamos el sobrenadante
y el péllet celular se resuspende en 5ml. Se siembra en cada placa de 15cm
una dilucién variable: una 1/4 si al dia siguiente se quiere transfectar, 1/100

para el mantenimiento semanal. Se afiaden 18ml de medio y se realizan



movimientos suaves para dispersar bien las células por toda la placa y se
incuban a 37°C y 5%CO..

2.4.2. Criopreservacion: congelacién y descongelacion de viales

Reactivos: Medio de congelacion para RT4/S16/293QB-AAV-T: FBS con
un 10% de DMSO.

Procedimiento de congelacion: Se tripsinizan las células y se centrifuga
la resuspension igual que en la realizacion del mantenimiento de células, se
elimina el sobrenadante y se resuspenden las células en 1ml de medio de
congelacion y se traspasa la suspensién a un criotubo de congelacién.
Rapidamente se ponen en el depdsito de congelacidon gradual de células, que
se deja a -80°C, asi la temperatura va disminuyendo progresivamente.

Pasadas 4h como minimo ya podemos almacenar los criotubos.

Procedimiento de descongelacion: Se descongela el vial de células en el
bafio a 37°C, rapidamente se pasa el contenido a un tubo coénico con 10ml de
medio de cultivo. Se precipitan las células por centrifugacion 5 a 1000g,
eliminamos el sobrenadante y resuspendemos el péllet en 5ml de medio.
Finalmente se siembran las células en la placa de 15cm. Cuando las células
lleguen al porcentaje deseado de confluencia se realiza el protocolo de

mantenimiento.

2.4.3. Cultivos primarios de células de Schwann murinas

Reactivos: Hank's Buffered Salt Solution (HBSS) con o sin
calcio/magnesio (PAA), medio de crecimiento: Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (PAA) con 10% de FBS (PAA) y 1% de P/S (PAA), DNAsa 1%
(Sigma), Tripsina 1% (Sigma), colagenasa 2% y 1% (Sigma), polilisina D
(Sigma), 0,01mM arabinosilcitodina (AraC) (Sigma), 20ug/ml extracto de
pituitaria (PEX) (Sigma), 0,5uM forskolina (Sigma).



Procedimiento: Los animales se eutanasian mediante dislocacion
cervical con unas pinzas. Seguidamente se sumergen en una solucion de
etanol 70% para desinfectar a los animales antes de empezar el cultivo. Se
realiza la extraccion de nervios ciaticos desde la rodilla hasta la region lumbar y
se colocan en una solucién de HBSS con calcio/magnesio. Una vez recopilados
todos los nervios, se centrifugan durante 5 a 700g y se lava el péllet con una
solucion de HBSS sin calcio/magnesio un par de veces para eliminar el resto
de iones que podrian alterar la digestion enzimatica. Para el cultivo de SC de
rata, se va eliminando el epineurio de los nervios para evitar al maximo la
contaminacién del cultivo con fibroblastos. Seguidamente se incuban los
nervios con colagenasa 2% durante 30° a 37°C y seguidamente con una
mezcla de tripsina 1% y colagenasa 2% (1:1, v/v) durante 30’ a 37°C. Para los
cultivos de SC de raton, los nervios son digeridos enzimaticamente con una
mezcla de colagenasa 1%, tripsina 1% y DNAsa 1% (9:9:2, v/v) durante 30’ a
37°C. Una vez finalizada la digestion enzimatica se realiza digestion mecanica
utilizando pipetas Pasteur y afiadimos 10ml de medio de crecimiento para parar
la accion de los enzimas. Se centrifugan las células a 700g durante &, se
resuspende el péllet en medio de crecimiento y se plaquean en flascones de
25cm? previamente tratados con polilisina D durante almenos 4h, a razén de
2x10° células por flascon. Para eliminar los fibroblastos, a las 24h se le afiade
el antimitético AraC al medio durante 24-48h y posteriormente se reemplaza
por medio de crecimiento con PEX y forskolina hasta que las células estén
completamente confluentes. Los cultivos de SC de rata segun el grado de
contaminacién por fibroblastos se pueden purificar también mediante
incubacion con anticuerpo Thy1 y complemento. Para los ensayos de
funcionalidad de vectores virales, las células son cultivadas sin PEX ya que

contiene NRG1typelll.

2.4.4. Cultivos primarios de neuronas sensoriales y cocultivos con

células de Schwann

Para aprender esta tecnologia se realiz6 una estancia de 3 meses

gracias a una beca otorgada por la Generalitat, en el laboratorio del Dr. Gabriel



Corfas en el Children’s Hospital de Boston, en la Universidad de Harvard,
donde se adquirieron los conocimientos para realizar correctamente la
diseccién y cultivo, ademas de los diferentes pasos para mielinizar los

cocultivos.

Reactivos: Fluotane (Veterinaria Esteve), placas de Petri (Nunc), Hank's
Buffered Salt Solution (HBSS) sin Magnesio (PAA), tripsina 0,25% (Gibco),
matrigel (BD Bioscience). Medios utilizados: Medio de crecimiento: Modified
Eagle’s medium con Earle's Salts (MEM) (PAA), 4g/l glucosa (Sigma), 50ng/ml
factor de crecimiento nervioso (NGF), 2mM glutamina (Q) (PAA), 100U/ml
penicilina/streptomicina (P/S) (PAA), 10% horse serum (HS) (PAA). Medio de
purificacion: MEM, 4g/L glucosa, 50ng/ml NGF, 1X sumplemento N2, 2mM Q,
100U/ml P/S, 10uM uridina (Sigma), 10uM deoxiuridina (Sigma). Medio de
diferenciacion: 50% DMEM (PAA)-50% F12 Ham nutrientes (PAA), 50ng/ml
NGF, 1X sumplemento N2, 2mM Q, 100U/ml P/S. Medio de mielinizacion:
MEM, 4g/L glucosa, 50ng/ml NGF, 1X sumplemento N2, 2mM Q, 100U/ml P/S,
5% HS, 50ug/ml acido ascérbico (Sigma), 20ug/ml extracto de pituitaria (PEX)
(Sigma), 0,5uM forskolina (Sigma).

Procedimiento: Las ratonas embarazadas a E13,5 son eutanasiadas por
inhalacién de CO; o con fluotane (protocolo descrito posteriormente). Se realiza
una incision en la zona abdominal y se extraen los embriones que pondremos
en una placa de Petri estéril. Con ayuda de unas tijeras pequefias se van
abriendo las bolsas embrionarias y se van sacando los embriones, situandolos
en una placa de Petri con HBSS (Figura 64A). A continuacion se van
diseccionando los embriones hasta que sdélo nos quedan las columnas
vertebrales que se traspasaran a otra placa de Petri con HBSS (Figura 64B-D).
Seguidamente se abre la columna vertebral, eliminando la parte ventral de las
vértebras hasta que la médula espinal queda al descubierto, para finalmente
separarla del resto de columna vertebral y ponerla en otra placa limpia con
HBSS (Figura 64E-F). Si el procedimiento se ha realizado correctamente las
médulas salen acompafiadas con los ganglios de la raiz dorsal como si fuera
un “racimo de uvas” (Figura 64F-G). Finalmente los ganglios son separados de

las médulas que seran descartadas (Figura 64H), y una vez acabada la



Materiales y Métodos

diseccién, éstos son emplazados en un tubo Falcon para su centrifugacion a
1000g durante 5’. Los ganglios se someten a digestion enzimatica, en HBSS
con tripsina (10:1 v/v) durante 30’ a 37°C, a continuacién se para la accion del
enzima afadiendo 10ml de medio de crecimiento para seguidamente
centrifugar 5 a 1000g. Las células se resuspenden en medio de crecimiento
fresco, se cuenta el total obtenido con una camara de Neubauer y se siembran
en las placas previamente tratadas con matrigel (250l de matrigel en 9ml de
HBSS) durante almenos 3h, segun el uso experimental. En placas de 96w se
siembran 15000 células, en placas de 24w con coverslips 60000 células, en

placas de 12w 140000 células y en placas de 6w se siembran 250000 células.

A

Figura 64. Fotos de los principales pasos para la obtencion de los cultivos de neuronas
sensoriales. A) Embrion E13,5, B-D) Diseccion hasta obtener las columnas vertebrales, E)
Columna vertebral sin la parte ventral, dejando ver la médula espinal, F-G) Médula espinal con
todos los ganglios de la raiz dorsal, H) Ganglios de la raiz dorsal una vez separados de la

médula espinal. Tienen la misma escala A-F) y G-H).

Para los experimentos donde se han utilizado neuronas purificadas,

durante 2 semanas, se van alternando los cambios de medio, entre medio de
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crecimiento y medio de purificacion hasta que se eliminan todas las células

gliales y fibrobastos.

Para los experimentos de mielinizacion, las células se cultivan con medio
de crecimiento hasta que las células gliales estan confluentes y estan formando
una alfombra debajo de las neuronas. Seguidamente se sustituye el medio de
crecimiento por medio de diferenciacion durante 2-4 dias y finalmente se
mantienen en medio de mielinizacién hasta que las células gliales mielinizan
los axones de las neuronas. Para los experimentos de real-time PCR vy
extraccion de proteinas (protocolos descritos anteriormente), se han mantenido
mielinizando durante un mes y dos meses para estudiar la formacion de mielina

detectada por inmunocitoquimica con MBP (protocolo descrito posteriormente).

2.4.5. Cultivos primarios de neuronas motoras

Reactivos: Fluotane (Veterinaria Esteve), placas de Petri (Nunc), Hank's
Buffered Salt Solution (HBSS) sin Magnesio (PAA), medio L-15 (Gibco), tripsina
0.25% (Gibco), BSA 4% (Sigma), DNAsa 1mg/ml (Sigma), laminina 3ug/mi
(Sigma), poliornitina 15ug/ml (Sigma). Medios utilizados: Medio de crecimiento:
Neurobasal Medium (Gibco), 0,5mM glutamina (PAA), 100U/ml
penicilina/streptomicina (P/S) (PAA), 2% suero de caballo (HS) (PAA), 1X
suplemento B27 (Gibco), 25uM mercaptoetanol (Sigma), 10ng/ml CNTF
(Preprotech), 100pg/ml GDNF (Preprotech).

Procedimiento: Para el cultivo primario de neuronas motoras igual que
para las sensoriales también se utilizan embriones (E13,5) (Figura 65A). La
diseccién hasta conseguir las médulas espinales se realiza por la parte ventral
del animal y es muy importante dejar parte del cerebelo para una mejor
obtencion posteriormente de las médulas (Figura 65B-E). En este punto se
estira de la aracnoides que esta recubriendo la médula de manera que quedan
completamente desplegadas y sin ganglios (Figura 65F). Seguidamente se
eliminan las partes laterales que corresponden a la parte dorsal de la médula
donde esta el componente sensorial (Figura 65G-H). Las médulas espinales

se disgregan en trocitos y se someten a digestién enzimatica con tripsina en
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HBSS (1:10v/v) durante 10° a 37°C. A continuacion se transfieren los
fragmentos medulares en un tubo con L-15, BSA 4%, DNAsa 1mg/ml (8:1:1v/v)
y se disgregan mediante digestion mecanica, se incuba 2’ a temperatura
ambiente y se recupera el sobrenadante. Seguidamente se afiaden 1,5ml de
BSA 4% y se centrifugan las células durante 5 a 400g, se elimina el
sobrenadante y se resuspende el péllet en medio de crecimiento. Igual que
para las neuronas sensoriales se recuenta el numero mediante la utilizacion de
una camara de Neubauer y se siembran a la misma confluencia que las
neuronas sensoriales segun los pocillos a utilizar. Anteriormente a la siembra
las placas tienen que haber sido tratadas con poliornitina y posteriormente con
laminina almenos durante 3h antes. Se mantiene el cultivo cambiando el medio
por medio de crecimiento fresco cada dos dias y cuando esta la capa glial
completamente formada y confluente se realizan los experimentos con las

diferentes concentraciones de glucosa.

Figura 65. Fotos de los principales pasos para la obtencion de cultivos de neuronas

motoras. A) Embrién E13,5, B-F) Diseccién hasta obtener las médulas espinales, G-H)
Diseccion de las médulas espinales hasta obtener la parte con las neuronas motoras. Tienen la
misma escala A-E) y F-H).
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2.4.6. Introduccion de DNA plasmidico en células por transfecciéon

Reactivos: Polietilenimina (PEI) 10mM (PolyScience), NaCl 0,9%
(BBraun). Medio de transfeccion: medio DMEM (PAA) sin FBS ni antibidticos.

Procedimiento: El dia antes de la transfeccién se siembran las células
para que el dia siguiente estén a una confluencia del 70%. Normalmente se
preparan placas de 6 pozos y se realiza cada condicion por triplicado. Se
transfectan 3ug de plasmido por pozo, se disuelve el DNA en 200ul de NaCl
150mM. En un tubo aparte se disuelven 2,25ul de PEI 10mM por cada pg de
DNA con NaCl 150mM, en un volumen final igual que la dilucion del DNA. Se
afiade poco a poco la dilucién del PEI a la dilucion del DNA y se incuba durante
20’ a temperatura ambiente para que se formen los complejos PEI-DNA,
posteriormente se aspira el medio de cada pozo, se le afiade el medio de
transfeccion y el volumen de DNA/PEI correpondiente a cada pozo hasta tener
750ul/pozo. Se incuban las placas a 37°C, 5% CO; durante 3 horas, finalmente
se aspira el medio y se afladen 2ml de medio fresco por pozo complementado
con 10% de FBS y 1% de P/S. Se incuban a 37°C y 5% CO; las horas

necesarias segun el experimento.

2.4.7. Experimentos in vitro con diferentes concentraciones de

glucosa

Reactivos: Los medios utilizados fueron exactamente los mismos que
para hacer el crecimiento de cada cultivo celular, modificando la cantidad de

glucosa y la concentracién de FBS.

Procedimiento: Se hicieron dos tipos de experimentos, con 0 sin
deprivacion de alta glucosa (starving). En los experimentos con starving, las
células fueron incubadas con medio con 5,5mM de glucosa y sin FBS durante
16h y luego el medio fue reemplazado por las mismas condiciones y por
diferentes concentraciones crecientes de glucosa y con 1% o 10% de FBS.
Para los experimentos sin starving, simplemente se mantuvo la concentracion

utilizada en condiciones normales (25mM) y se les subid la concentracién de



glucosa 20mM, es decir hasta 45mM. En el caso de experimentos para estudio
de expresion mediante real-time PCR se mantuvieron las condiciones 24h vy
para proteinas se hicieron experimentos a 24h y 48h postinduccion con las
diferentes concentraciones de glucosa. En el experimento de expresion de GFP
bajo el promotor de PO, se realizd starving 24h después de la transfeccion y se

analizé la expresion de GFP 48h después de los cambios de medio.

2.4.8. Analisis de la expresion de GFP por citometria de flujo

Reactivos: scrappers (Nunc), D-PBS, citometro de flujo.

Procedimiento: Las células se recuperan utilizando scrappers en D-PBS,
posteriormente se analizan por un citométro de flujo que detecta el porcentaje

de células positivas para GFP en cada condicion.

2.4.9. Infeccion de células con vectores virales

Reactivos: Medio de infeccion: DMEM con 2% de FBS, scrappers
(Nunc).

Procedimiento: El dia anterior a la infeccion se siembran las células en
placas de 6 pozos para que al dia siguiente estén a una confluencia del 80%.
Se procede a aspirar el medio y se ponen 600ul de medio de infeccion y el
correpondiente volumen de virus segun las particulas fisicasa la que se quiere
infectar (PP/celula). A las 48h se recuperan las células con scrappers, se

centrifugan y se guardan los péllets para hacer la extraccion de proteinas.

2.4.10. Ensayos de funcionalidad de los vectores virales

Procedimiento: Se infectan 293-QB con los diferentes vectores virales,
adenoasociados y lentivirales segun el protocolo descrito anteriormente y 48h
después se recuperan y se incuban con SC primarias de rata durante 30'.

Posteriormente se recogen todas las células y se guardan los péllets para la



extraccion de proteinas. En el caso del analisis por real-time PCR, los

cocultivos se mantuvieron durante 24h.
2.4.11. Inmunocitoquimica en cultivos celulares
Reactivos: PFA 4% (Sigma), PBS, metanol (Panreac), Tris 0,05M

(Sigma), Tris 0,05M + 0,05% tween-20 (Sigma), Tris 0,05M + 0,05% tween-20 +

0,2% BSA (Sigma), anticuerpos primarios y secundarios, medio de montaje

(Sigma).

Anticuerpos primarios

Organismo Dilucion Casa comercial
OctA-Probe (D-8) Conejo 1/100 Santa Cruz
MBP Raton 1/500 Covance
Anticuerpos secundarios
Organismo Dilucion Casa Comercial
Goat anti-rabbit 488 Cabra 1/200 Molecular Probes
Goat anti-mouse 568 Cabra 1/500 Molecular Probes

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en las inmunocitoquimicas

Procedimiento: Las células se lavan con PBS para eliminar los restos de
medio y posibles células muertas antes de fijarlas con PFA 4% durante 15-30’ a
temperatura ambiente. Posteriormente se repiten dos lavados con PBS vy
también se fijan con metanol frio durante 15-30’ a temperatura ambiente.
Seguidamente se lavan dos veces mas con PBS y en este paso se pueden
guardar a 4°C hasta realizar la inmunocitoquimica. Se realiza una fijacién
doble, ya que hay anticuerpos que no funcionan sélo con fijacion con metanol y
por el contrario los hay que la necesitan. Se inicia el protocolo con un lavado
con Tris 0,05M, seguido por dos lavados con Tris 0,05M + 0,05% tween-20 de
10’ cada uno. A continuacion se incuba 2h a temperatura ambiente con la
solucién de bloqueo, Tris 0,05M + 0,05% tween-20 + 0,2% BSA. Después se
procede a la incubacion O/N a 4°C con el anticuerpo primario diluido en

solucion de bloqueo (ver Tabla 7). Posteriormente se realizan 3 lavados de 10’



con Tris 0,05M + 0,05% tween-20 y se incuba con el anticuerpo secundario
diluido en solucién de bloqueo (ver Tabla 7) durante 1h a temperatura
ambiente. Finalmente se realizan 3 lavados con Tris 0,05M + 0,05% tween-20 y
un lavado con Tris 0,05M de 10’ cada uno y se montan las muestras con
solucion de montaje en el caso de los coverslips 0 se miran directamente al

microscopio en el caso de tener las células en placas de 96w.

2.5. PRODUCCION DE VECTORES VIRALES

El trabajo con vectores adenoasociados y lentivirales se realiza en
condiciones de bioseguridad de nivel 2 siguiendo el Reglamento de Seguridad
de la Unidad de Produccion de Vectores del CBATEG. Todos los residuos
generados son eliminados segun los prodecimientos correspondientes al nivel

2 de bioseguridad.

2.5.1. Generacion y purificacion de vectores adenoasociados

El método utilizado para la produccion de AAV se basa en el protocolo
de una triple transfeccion que permite la obtencion de preparaciones libres de
adenovirus contaminantes. Cada plasmido tiene una funcién especifica en el
proceso de la produccion: pRep2Cap1/pRep2Cap9 codifica para las proteinas
necesarias para la replicaciéon viral y aporta las proteinas de la capside, pXX6
aporta los genes adenovirales necesarios para la replicacion del AAV y por
ultimo un plasmido que contiene el cassette de expresion flanqueado por las
ITRs virales que contienen la sefial de empaquetamiento del virus. Para la
produccion de los vectores pseudotipados se mantienen las ITRs del AAV2 y el
gen Rep y se cambia el gen Cap2 por los genes Cap de los otros serotipos,

cambiando asi el tropismo de los vectores (McCarty et al., 2004).

Reactivos y materiales: plasmidos pXX6, pRep2Cap1, pRep2Cap9,
pAAV-CAG-PLK-WPRE, pAAV-CAG-PLK-GFP-WPRE, pGG2-
NRG1typellECD/FL-WPRE, pGG2-NRG1typellECD/FL-WPRE y pGG2-
NRG1typelECD/FL-WPRE, PEI (PolyScience), benzonasa (Novagen), PBSMK
(PBS 1X, 1TmM MgCl,, 2,5mM KClI), iodixanol (Axis-Shield PoC AS), phenol red



(Sigma), polietilenglicol (PEG) (Fluka), tampdn de lisis (50mM Tris (Sigma),
20mM NaCl (Panreac), 2mM MgCl, (Panreac)).

Procedimiento: Se preparan 20 placas de 15cm de células 293-AAV para
que estén a una confluencia del 70% el dia de la transfeccién. Se realiza la
triple transfeccion con PEI de las 20 placas utilizando 500ug de pXX6, 250ug
de pRep2Cap1/pRep2Cap8 y 250ug del plasmido con el transgén flanqueado
por las ITRs virales, que se mezclaran con DMEM vy se repartiran en cada placa
hasta que quede un volumen final de 14ml por placa. Transcurridas 6h se
cambia el medio. Cuarenta y ocho horas postransfeccion se recogen las células
con ayuda de un scrapper, se centrifugan las células, se resuspenden en
tampdn de lisis y se lisan mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion.
Se precipitan los restos celulares por centrifugacion de 10’ a 2000g, se
recupera el sobrenadante, se afade la benzonasa (50U/ml) para degradar el
DNA celular y se incuba 1h a 37°C. Posteriormente se centrifugan 20’ a 3000g.
Al sobrenadante se le afnade PEG a razon de 1ml/4ml de lisado para facilitar la
precipitacion de las particulas virales, se deja actuar 3h a 4°C. Seguidamente
se centrifuga durante 15’ a 8000g a 4°C, se decanta el sobrenadante y se
afiaden 15ml de Lysis Buffer por gradiente que se realizara, se deja 48h a 4°C.
Después se prepara el gradiente de iodixanol, afadiendo en el fondo y
lentamente las soluciones empezando por la menos densa y atravesando las
capas anteriormente depositadas: primero se anaden los 15ml del lisado,
después 9ml de iodixanol al 15% con NaCl 1M en PBSMK, seguidamente 6ml
de iodixanol al 25% en PBSMK con phenol red para que quede rojo, después
5ml de ioxidanol al 40% en PBSMK vy finalmente 5ml de iodixanol al 60% en
PBSMK y phenol red para que quede amarillo. Se enrasan y se enquilibran con
PBSMK los tubos y se sellan, se centrifugan a 69000g durante 1h. Con una
aguja y una jeringa se van recogiendo fracciones de la fase de iodixanol al 40%
perforando el tubo que luego seran tituladas segun el procedimiento explicado

a continuacion.

*El método de purificacion utilizado basado en el fraccionamiento del
lisado crudo mediante un gradiente de densidad en un medio no iénico como el

iodixanol, tiene la ventaja respecto a la purificacion clasica con doble gradiente



con cloruro de cesio que las particulas no agregan y que el iodixanol es inerte y
por tanto no requiere purificacion posterior, acortando el proceso (Zolotukhin et
al., 1999).

2.5.2. Determinacion del titulo de los vectores adenoasociados

La determinacion del titulo de las preparaciones virales se realiza
mediante la utilizacién de una molécula llamada picogreen que se intercala en
las cadenas dsDNA, cuantificando el numero de genomas virales presentes en

la preparacion.

Reactivos: Tampon de lisis (20mM Tris pH 7,4 (Sigma), 200mM NaCl
(Panreac)), 0,2% SDS (USB), termociclador de PCR (Eppendorf), placa 96w
de plastico negra (Nunc), fluorimetro (Wallac 1420 Victor® TM) del Servicio de
Analisis y Fotodocumentacion del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universitat Autonoma de Barcelona,

picogreen (Invitrogen).

Procedimiento: Se enrasan 2ul de cada muestra a cuantificar hasta un
volumen final de 10ul, seguidamente se le anaden 10pl del tampdn de lisis. Se
procede a la lisis de las capsides virales en el termociclador, realizando un
calentamiento de 1h a 70°C seguida de enfriamientos de 5°C cada minuto. Una
vez finalizado el programa del termociclador, se cogen los 20ul de cada tubo y
se anade cada muestra a cada pocillo de la placa de 96w. Se le afiaden 180yl
del picogreen a cada pocillo, se incuban 5 a temperatura ambiente y se
procede a la lectura de la fluorescencia de la placa con un fluorimetro. Ademas
de las muestras analizadas se realiza una recta patréon en la que se lee la
fluorescencia de 40ng, 13,33ng, 4,44ng, 1,48ng, 0,49ng, 0,16ng, 0,12ng y Ong,
y muestras sin tampdn de lisis que detectan el DNA exdgeno presente, que se
restara de los valores obtenidos. Interpolando la fluorescencia obtenida de las
muestras con la de la recta patron se obtienen los ng de DNA presentes en
cada muestra y con la siguiente formula se calculan los genomas virales de

cada preparacion:



Ax1,82-10"
B

A son los ng/ml de DNA: ng/ml = ng en pozo x 1000/ C
B es la longitud del genoma del AAV (distancia en bases entre las ITR)

C es el numero de pl leidos

2.5.3. Generacion y concentracion de vectores lentivirales

El método utilizado para la produccion de LV se basa en una triple
transfeccion. Cada plasmido tiene una funcion especifica en el proceso de la
produccion, psPAX2 codifica para las proteinas gag y pol necesarias para la
replicacion viral y aporta las proteinas de la capside, pMD2G codifica para la
proteina VSV necesaria para la envoltura proteica del lentivirus y por ultimo un
plasmido que contiene el cassette de expresion flanqueado por las LTRs virales
(Naldini et al., 1996).

Reactivos: plasmidos psPAX2, pMD2G, pWPT-GFP, pWPT-
NRG1typelllECD/FL, pWPT-NRG1typellECD/FL y pWPT-NRG1typelECD/FL,
jeringas de 50ml (BBraun), filtros de 45um (Millipore).

Procedimiento: Se preparan 3 placas de 293T para que estén a
confluencia del 70% el dia de la transfeccion. Se realiza la triple transfeccién
con PEI de las 3 placas utilizando 15ug de psPAX2, 45ug de pMD2G y 60ug
del plasmido con el transgén, que se mezclaran con DMEM vy se repartiran en
cada placa hasta que quede un volumen final de 14ml por placa, transcurridas
4h se cambia el medio. A las 36h, 48h, 60h, 72h y 84h postransfeccion se
recoge el sobredante de las células eliminando los restos celulares mediante
fitros de 45um y se guarda a -80°C. Una vez recogidos todos Ilos
sobrenadantes el virus se concentra mediante centrifugacion de 2h a 50000g a
4°C. Se resuspenden los péllets con 100ul de DMEM que se deja O/N a 4°C,

para posteriormente alicuotar el virus y guardarlo a -80°C.



2.5.4. Determinacion del titulo de los vectores lentivirales

La determinacién del titulo de las preparaciones lentivirales se realiza
mediante diluciones seriadas del virus infectando células 293T (protocolo
descrito anteriormente) y posteriormente se cuantifican los clones GFP

positivas bajo microscopia de fluorescencia, 48h después de la infeccion.

2.6. TECNICAS GENERALES UTILIZADAS IN VIVO

2.6.1. Induccion de la diabetes

La induccién de la diabetes experimental en los ratones se hizo
mediante la utilizacién del toxico llamado estreptozotocina (STZ), analogo de la
glucosa. Los ratones ICR adultos fueron inyectados intraperitonealmente
durante cinco dias consecutivos con una dosis de 45mg/kg. Los animales para
estudios de expresion de genes en SNP por real-time fueron sacrificados a dia
3, dia 5, una semana, ocho semanas y 16 semanas después de finalizar el
tratamiento con STZ. A los animales que tenian que ser inyectados con los
vectores virales se les indujo la diabetes experimental, cuatro semanas
después se les inyecto intratecalmente (protocolo descrito posteriormente) el
vector viral y 24 dias y 31 dias mas tarde se procedié al analisis
electrofisioldgico (protocolo descrito posteriomente) y a la eutanasia de los

animales.

Las crias ICR fueron inyectadas a P2, P3 y P7 con la misma dosis que

los adultos y fueron sacrificados a P18.

El SER-CBATEG periodicamente determinaba el peso y las glucemias

de los animales diabéticos.

2.6.2. Inyeccion intratecal en ratones

El proceso de inyeccion in vivo de los diferentes vectores se realizé en el

estabulario SPF del CBATEG. Los ratones fueron manipulados segun las



normas de bienestar animal, evitando el mayor estrés para los animales y
siguiendo un protocolo aceptado por el Comité de Etica de la Universitat

Autdnoma de Barcelona.

La inyeccién intratecal, nos permite introducir nuestros vectores virales
en el liquido cefaloraquideo de los ratones de manera que pueda difundir por

todo el sistema nervioso.

Reactivos: ketamina/xilacina (100/10mg/kg) (Bayer), solucion salina
(BBraun), hojas de bisturi (BBraun), jeringa de 33G (Hamilton), hilo de sutura
de 5/0 (BBraun), grapas estériles (FST), solucion yodada (BBraun).

Procedimiento: Inicialmente los animales son anestesiados mediante
inyeccion intraperitoneal de ketamina/xilacina, y se les aplica solucion salina en
los ojos para evitar la sequedad de la cérnea. A continuaciéon se afeita toda la
parte dorsal del animal, desde la region cervical hasta la pelvis, que es la zona
donde hay que realizar la operacién y se desinfecta con etanol. Con el bisturi
se realiza una incision en la dermis desde la region toracica hasta la lumbar y
se separa la musculatura que rodea las vértebras lumbares hasta la
visualizacion de éstas. La inyeccion se realiza manualmente en la region
lumbar entre las vértebras L3 y L4 mediante una jeringa Hamilton. Para la
infusion del virus en el liquido cefaloraquideo, se introduce la jeringa unos
milimetros en la regidn intervertebral realizando una pequefia presion para
poder perforar la aracnoides. El virus se inyecta muy lentamente y se espera 1’
antes de retirar la jeringa para evitar el eflujo del virus. Finalmente se sutura la
musculatura y se cierra la dermis con grapas estériles. La zona operada es

desinfectada con solucién yodada.

2.6.3. Analisis electrofisiolégicos

Los estudios de conduccion nerviosa se realizan en el nervio ciatico de
forma bilateral a dia 24 y 31 postinyeccion intratecal, en colaboracion con el
grupo del Dr. Xavier Navarro del Departamento de Fisiologia e Inmunologia de

la Facultad de Medicina de la Universitat Autdbnoma de Barcelona.



Reactivos: Pentobarbital (40mg/kg), osciloscopio (Tektronik 420).

Procedimiento: Los animales son anestesiados mediante inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital y se estimula el nervio por via percutanea
mediante un par de electrodos de aguja pequefia y midiendo todos los
potenciales de accion evocados con un osciloscopio Tektronik 420), tal como
esta descrito en (Verdu et al., 1999), (Navarro et al., 1994). Asi, se registraron
los potenciales de accion muscular compuesta (CMAP), la conduccién
ortodrémica (onda M), el arco de reflejo monosinaptico (onda H), en el musculo
plantar y tibial anterior. De la misma manera, se registraron los potenciales de
accién compuesta en nervio sensorial (CNAP) con electrodos colocados en el
cuarto dedo del pie, cerca de los nervios digitales. La velocidad de conduccién
nerviosa (NCV) se calcul6 para cada segmento. Durante todas las pruebas
electrofisioldgicas los animales fueron colocados en una placa controlada por
una bomba de circulacién de agua caliente, manteniendo la temperatura de la

piel por encima de los 32°C.

2.6.4. Eutanasia

Segun el uso que se le vayan a dar a las muestras de los ratones se
utilizara una técnica u otra. Para obtencién de muestras para extraccién de
RNAs o proteinas, o para cultivos ex vivo de tejidos, la técnica utilizada
principalmente es la decapitacion ya que permite una rapida eliminacién de la
sangre que pueda interferir en el procesamiento posterior de las muestras. Si
las muestras de los animales tienen que utilizarse posteriormente para
inmunohistoquimica o estudios morfométricos se perfunden los animales con

paraformaldehido 4% mediante perfusién intracardiaca.

Reactivos para eutanasia por decapitacion: Fluotane (Veterinaria

Esteve).

Procedimiento: Los ratones son anestesiados con Fluotane vy

posteriormente son decapitados para eliminar toda la sangre posible.



Rapidamente se procede a la extraccidon de las muestras de interés (nervio
ciatico, ganglios de la raiz dorsal, médula) y se congelan con nitrégeno liquido
para evitar la degradacién en el caso de que su uso sea para extraccion de
RNAs o proteinas. Para cultivos ex vivo de ganglios de la raiz dorsal, las
muestras no se congelan sino que se cultivan directamente (protocolo descrito

posteriormente).

Reactivos para eutanasia por perfusion: ketamina/xilacina (100/10mg por
kg de peso) (Bayer), aguja con palomilla de 27G (BBraun), tampén fosfato 0,1M
(para 100ml: 0,29g de acido monofosfato (Fluka), 2,17g de acido difosfato
(Fluka)), paraformaldehido 4% (PFA) (en tampdn fosfato 0,1M) (Sigma).

Procedimiento: Se anestesia el ratdbn mediante inyeccion intraperitoneal
con ketamina/xilacina. Cuando el raton esta profundamente dormido, se realiza
un corte a nivel abdominal, perforando la dermis, los musculos abdominales y
el diafragma, hasta dejar al descubierto el corazon. Se realizan unos cortes en
el higado para permitir la salida del liquido de perfusién. A continuacién se
introduce la aguja con la palomilla en el corazén, en el ventriculo izquierdo.
Primero se elimina toda la sangre del tejido, inyectando unos 5ml de tampon
fosfato y posteriormente se inyecta lentamente el PFA frio, unos 20ml por
animal, hasta una correcta fijacién de los tejidos. Después se procede a la
extraccion de los tejidos de interés (nervios tibiales y ciaticos, ganglios de la
raiz dorsal y médulas espinales) que seran sumergidos en PFA 4% O/N a 4°C
para asegurar una completa fijacion, a continuacion se realizan lavados con
tampén fosfato para posteriormente procesarlas segun las inclusiones que se
quieran realizar, dependiendo de los anticuerpos a utilizar en las
inmunohistoquimicas, OCT o parafina. En el caso de los nervios tibiales estos
seran procesados mediante inclusion Spurr para poder realizar cortes semifinos

para su posterior analisis morfométrico.

2.6.5. Preparacioén y obtencion de secciones de organotipicos

Reactivos: Hank's Buffered Salt Solution (HBSS) con calcio/magnesio
(PAA), placas de 48w (Nunc), medio de cultivo organotipico (DMEM-F12 (PAA),



10% suero de caballo (PAA), 1% penicilina/estreptomicina (PAA), 1%
gentamicina (PAA)), PFA 4% (Sigma), tampdn fosfato 0,1M (para 100ml: 0,299
de acido monofosfato (Fluka), 2,17g de acido difosfato (Fluka)), vibratomo
(Zeiss).

Procedimiento: Una vez eutanasiado el animal los ganglios de la raiz
extraidos en fresco se colocan en una placa que contiene medio HBSS con Ca*
y Mg®, y una vez finalizada la extraccion se colocan en placas de 48w y se
cultivan durante 24 horas con el medio especifico para cultivos organotipicos, a
razon de 2-3 ganglios por pozo. Posteriormente se infectan con el vector viral
correspondiente y, transcurridos 7-8 dias, las muestras se fijan con PFA 4% a
4°C y O/N. A continuacion las muestras se lavan con tapén fosfato para
eliminar el exceso de solucién fijadora y se realiza la inclusion de las muestras
en agarosa 6%. Se realizan secciones de 100-150um de las muestras con un
vibratomo, que se recogen y se mantienen en PBS a 4°C hasta realizar la

inmunodeteccion, en placas de 48w.

2.6.6. Inclusién y obtencion de secciones en criostato

Reactivos: Sacarosa 30% (Sigma), moldes de plastico (Cryomold
Biopsy), OCT (Tissue Tek), isopentano (Panreac), criostato (Shandon), portas
(Thermo Scientific), silane (5ml de 3-trimethoxsylil propyl metacrylate (Sigma) y

245ml de acetona (Panreac)).

Procedimiento: Los tejidos fijados se crioprotegen sumergiéndolos en
sacarosa 30%, solucion donde al inicio las muestras inicialmente flotan, durante
24-48h a 4°C. La soluciéon se va cambiando 2-3 veces hasta que los tejidos ya
no flotan. A continuacién se disponen las muestras en los moldes de plastico y
se cubren los tejidos con medio de congelacion OCT. Para proceder a la
congelacion de las muestras, se coloca isopentano en un recipiente que
sumergiremos en nitrégeno liquido. Los moldes con la muestra y el OCT, se
van sumergiendo lentamente en el isopentano frio, hasta que quedan
completamente congeladas. Los bloques se pueden guardar a -20°C hasta su

procesamiento en el criostato. Los cortes que se obtienen del criostato, que son



de 12um para las muestras de nervios ciaticos y ganglios y de 20um para
meédula espinal, son pescados en portas tratados previamente en silane
durante 1’, seguidamente lavados dos veces con D-PBS y secados O/N a
55°C. Los portas con las secciones se pueden guardar a -20°C hasta realizar la

inmunohistoquimica.

2.6.7. Inclusién y obtenciéon de secciones en microtomo

Reactivos: etanol 70-80-96-100% (Panreac), xilol (Panreac), parafina,
dosificador de parafina liquida, moldes de plastico (Tespa), portas (Thermo

Scientific), microtomo (Leica).

Procedimiento: Los tejidos fijados, se someten a varios lavados con
agua destilada para eliminar el exceso de PFA 4%. A continuacion se procede
a la deshidrataciéon sumergiéndolos en concentraciones crecientes de etanol,
30’ en etanol 70%, 30" en etanol 80%, dos lavados de 10’ en etanol 96% y 3
lavados de 10’ en etanol 100%. A continuacion se sumergen en xilol, dos veces
durante 5’ en xilol | y luego 10’ en xilol Il hasta que el tejido adquiere la dureza
adecuada y se procede a la inclusion en parafina. El tejido se sumerge en
parafina liquida reciclada a 65°C durante 30’-1h y después en parafina liquida
limpia O/N. Durante la deshidratacion e inclusion, se utilizan moldes de plastico
donde se introducen las muestras. Para hacer los bloques, se utilizan los
moldes y un dosificador de parafina liquida para rellenar los bloques de
parafina y una placa calefactora a 60°C para evitar que la parafina se
solidifique antes de la correcta colocacién de las muestras. Una vez realizados
los bloques estos se dejan enfriar en una placa a 4°C y por ultimo se
desmontan de los moldes, conservandolos hasta su utilizacion a temperatura
ambiente. Las secciones de parafina obtenidas mediante un microtomo de
rotacion manual, son entre 3-7um. Los bloques de parafina se mantienen frios
entre 0 y -10°C unos minutos antes de su procesamiento para evitar que el
tejido se dilate, y posteriormente se obtienen las secciones que se estiran en
un bafio a 42°C para finalmente ser pescadas con portas. Se pueden guardar a

temperatura ambiente hasta su utilizacion para inmunohistoquimica.



2.6.8. Inclusion y obtencién de cortes semifinos de nervios tibiales

Las inclusiones y la obtencion de los cortes semifinos son realizadas por
el servicio de Morfologia del CBATEG.

Reactivos: Paraformaldehido (PFA) (Sigma), Glutaraldehido (GLU)
(Panreac), tampén fosfato 0,1M (para 100ml: 0,29g de acido monofosfato
(Fluka), 2,179 de acido difosfato (Fluka)), tetradxido de osmio (Sigma), acetona

(Panreac), resina epoxy (Sigma), ultramicrotomo (Leica).

Procedimiento: Los nervios tibiales se fijan durante 1h en una solucién
de PFA 2%-GLU 2.5%. Posteriormente se realizan 3 lavados de 10’ con
tampdn fosfato antes de proceder a la postfijacion con tetradxido de osmio 1%
durante 1h a 4°C. A continuacion se realizan deshidrataciones, sometiendo a
las muestras a concentraciones crecientes de acetona, incubando 15 min en
acetona 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100%. Finalmente se procede a la
infiltracion con la resina epoxy (Spurr), incubando las muestras con
resina:acetona 100% 1:3 (v/v) durante 2h, resina:acetona 100% 2:2 (v/v)
durante 3h, resina:acetona 100% 3:1 (v/v) durante 5h. Posteriormente ya con
resina pura se incuban las muestras durante 2h, posteriormente O/N, seguido
de 2h mas hasta que se confeccionan los bloques dejando polimerizar la resina
a 60°C durante 48h. Una vez polimerizados los bloques, se realizan secciones
con un ultramicrotomo de 0,5um. Los cortes se tifien con azul de toluidina, que
se unira a las regiones densas de la mielina de los axones y nos permitira

hacer el analisis morfométrico (protocolo descrito posteriormente).

2.6.9. Inmunohistoquimica de cortes de cultivos organotipicos

Reactivos: Tris 0,05M (Sigma), Tris 0,05M + 1,5% Tween-20 (Sigma),

Tris 0,05M + 1,5% tween-20 + 0,2% BSA (Sigma), anticuerpos primarios y

secundarios, solucion de montaje (Sigma).



Anticuerpos primarios

Organismo Dilucién Casa comercial
OctA-Probe (D-8) Conejo 1/100 Santa Cruz
NeuN Ratén 1/100 Chemicon

Anticuerpos secundarios

Organismo Dilucion Casa Comercial
Goat anti-rabbit 488 Cabra 1/200 Molecular Probes
Goat anti-mouse 568 Cabra 1/500 Molecular Probes

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en las inmunohistoquimicas

Procedimiento: Se inicia la inmunohistoquimica con un lavado con Tris
0,05M, seguido por dos lavados con Tris 0,05M + 1,5% tween-20 de 10’ cada
uno. A continuacion se incuba 2h a temperatura ambiente con la solucién de
bloqueo, Tris 0,05M + 1,5% tween-20 + 0,2% BSA. Después se procede a la
incubacién O/N a 4°C con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo
(ver Tabla 8). Posteriormente se realizan 3 lavados de 10’ con Tris 0,05M +
1,5% tween-20 y se incuba con el anticuerpo secundario diluido en solucién de
bloqueo (ver Tabla 8) durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente se
realizan 3 lavados con Tris 0,05M + 1,5% tween-20 y un lavado con Tris 0,05M

de 10’ cada uno y se montan las muestras con soluciéon de montaje.

*Todas las incubaciones se realizan en un termoblock (Eppendorf) con

agitacion a 400rpm.

2.6.10. Inmunohistoquimica de cortes congelados

Reactivos: Tris 0,05M (Sigma), Tris 0,05M + 0,05% tween-20 (Sigma),
Tris 0,05M + 0,05% tween-20 + 0,2% BSA (Sigma), anticuerpos primarios y

secundarios, solucion de montaje (Sigma).

Procedimiento: Antes de empezar con el protocolo, los portas con los
tejidos se mantienen durante 15-30" a 37°C para una mejor adhesion de las

muestras y evitar al maximo que los cortes se desprendan. Se inicia la



inmunohistoquimica con un lavado con Tris 0,05M, seguido por dos lavados
con Tris 0,05M + 0,05% tween-20 de 10’ cada uno. A continuacion se incuba
2h a temperatura ambiente con la solucién de bloqueo, Tris 0,05M + 0,05%
tween-20 + 0,2% BSA. Después se procede a la incubacion O/N a 4°C con el
anticuerpo primario diluido en solucion de bloqueo (ver Tabla 8).
Posteriormente se realizan 3 lavados de 10’ con Tris 0,05M + 0,05% tween-20
y se incuba con el anticuerpo secundario diluido en solucion de bloqueo (ver
Tabla 8) durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente se realizan 3 lavados
con Tris 0,05M + 0,05% tween-20 y un lavado con Tris 0,05M de 10’ cada uno

y se montan las muestras con la solucion de montaje.

2.6.11. Inmunohistoquimica de cortes en parafina

Reactivos: Etanol 50-70-96-100% (Panreac), Tris 0,05M (Sigma), Tris
0,05M + 0,05% tween-20 (Sigma), Tris 0,05M + 0,05%tween-20 + 0,2%BSA

(Sigma), anticuerpos primarios y secundarios, solucion de montaje (Sigma).

Procedimiento: Antes de empezar con la inmunohistoquimica, se tienen
que desparafinar y rehidratar las muestras. Inicialmente se realizan 2
inmersiones de 10’ en xilol y posteriormente se someten las muestras a
concentraciones decrecientes de etanol, en etanol 100% durante 5, en etanol
96% durante 5, en etanol 70% durante 5, en etanol 50% durante 5 vy
finalmente un lavado de 10° en agua. A continuacién se inicia la
inmunohistoquimica siguiendo el mismo protocolo explicado anteriormente para

los cortes congelados.

2.6.12. Analisis morfométrico de los cortes semifinos

Reactivos: Microscopio (Olympus BX-40), camara Olympus (DP-10)

conectada a un ordenador, tableta digital (Wacom) y software ImageJ.

Procedimiento: Se toman fotos consecutivas de toda la seccién semifina
del nervio tibial a 100X aumentos para poder medir el area total del nervio y a

1000X para la morfometria de las fibras mielinizadas. Se analizan 300 axones



escogidos de secciones aleatorias del nervio tibial usando una tableta digital
conectada a un ordenador y al software de analisis ImageJ, resiguiendo con un
boligrafo magnético la parte exterior e interior de cada fibra nerviosa. Con el
software de analisis ImagedJ y el area total del nervio, se calculan: el area y el
diametro de la fibra y del axén, el grosor de la mielina, la g ratio (diametro

axon/diamétro fibra) y la densidad de fibras mielinizadas.

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados representados para los experimentos de realtime PCR y
de western blot, se expresan como la media de los valores obtenidos + el error
estandar de la media (SEM = SD (desviacion tipica)/\n-1). Las diferencias entre
grupos se analizaron por ANOVA unidireccional con un test posthoc de
Bonferroni, considerando en ambos casos diferencias estadisticamente
significativas (*) para valores de p<0,05 y (**) para valores de p<0,01
(Cumming et al., 2007).
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ABSTRACT

Efficient transduction of the peripheral nervous system (PNS) is required for gene therapy
of acquired and inherited neuropathies, neuromuscular diseases and for pain treatment.
We have characterized the tropism and transduction efficiency of different AAV
pseudotypes after sciatic nerve injection in the mouse. Among the pseudotypes tested,
AAV2/1 transduced both Schwann cells and neurons, AAV2/2 infected only sensory
neurons and AAV2/8 preferentially transduced Schwann cells. AAV2/8 expression in the
sciatic nerve was detected up to 10 weeks after administration, the latest time-point
analyzed. The injected mice developed neutralizing antibodies against all AAVs tested; the
titers were higher against AAV2/1 than AAV2/2 and were the lowest for AAV2/8,
correlating with a higher transgene expression overtime. AAV2/8 coding for ciliary
neurotrophic factor (CNTF) led to up-regulation of PO and PMP22 myelin proteins four
weeks after transduction of injured sciatic nerves. Importantly, CNTF-transduced mice
showed a significant increase in both GAP43 expression in sensory neurons, a marker of
axonal regeneration, and the compound muscle action potential. These results prove the
utility of AAV8 as a gene therapy vector for Schwann cells to treat myelin disorders or to

improve nerve regeneration.

Keywords: gene therapy, Schwann cells, AAV8 serotype, PNS regeneration, CNTF, AAV

tropism.



INTRODUCTION

Efficient gene transfer to the peripheral nervous system (PNS) is critical for gene therapy
of inherited and acquired peripheral neuropathies, accelerating peripheral nerve
regeneration or pain treatment. The PNS contains different cell types, mostly postmitotic,
and their continuous communication is essential for the accurate function of the whole
system. For instance, myelination of the peripheral axons involves reciprocal interactions
between Schwann cells and neurons. Thus, while axonal signals regulate myelin
production, myelin, synthetized by Schwann cells, regulates axonal diameter, formation of
the nodes of Ranvier and nerve conduction velocity.1 In this context, overexpression of a
therapeutic protein by the appropriate cell type may be crucial to maintain or enhance
both, the crosstalk between different cell types and the PNS function.

Specific cell targeting can be achieved by using different viral vectors that can enter a
particular cell type through its specific receptor. It can also be accomplished by using a
cell-specific promoter directing the transgene expression or by engineering vectors
containing cell-specific ligands. Herpes simplex virus-based vectors (HSV) were shown to
efficiently transduce sensory neurons when injected subcutaneously in animal models,
which has lead to the initiation of a phase | clinical trial for pain treatment (for review, see
2). Different serotypes of adeno-associated vectors (AAV) also transducer sensory
neurons in the dorsal root ganglia (DRG) through direct administration into the cerebral
spinal fluid or via retrograde transport.3-6 Specific transduction of non-neuronal cell types
in the PNS, particularly of Schwann cells, may be of great interest for the treatment of
hypo- or demyelinating diseases, diabetic neuropathy or to overexpress trophic factors for
nerve regeneration. Transduction with first-generation adenovirus showed a broad but
transient tropism in many tissues, including different cell types in the PNS.7 On the other
hand, initial studies reported that VSV-pseudotyped lentiviral vectors transduced mainly
neurons in the central nervous system (CNS).8 However, more recent works described the
ability of different pseudotypes of lentiviruses to also infect glial cells.9-11 Among them,
transduction of mouse and human Schwann cells has been achieved in vitro12 and in vivo
in animal models of peripheral nerve trauma.13,14 With the aim to study if AAV vectors
are capable of specifically transducing Schwann cells, we tested the biodistribution of
AAV1, AAV2 and AAV8 vectors following intraneural administration. Here, we demostrate
that AAV8 mostly infects Schwann cells, while AAV2 has a unique tropism for sensory
neurons, and AAV1 transduces both sensory neurons and Schwann cells when injected

into the sciatic nerve of mice.



Moreover, we show that AAV8-driven expression of CNTF by mouse Schwann cells
increases the expression of myelin protein and improves regeneration of injured sciatic

nerve shortly after in vivo transduction.

RESULTS

Differential tropism of AAV1, AAV2 and AAVS after intrasciatic administration

Equal amounts of AAV2/1, AAV2/2 and AAV2/8 pseudotypes (1.8 x 109 viral genomes
(vg)) containing the green fluorescent protein (GFP) cDNA driven by the cytomegalovirus
(CMV) promoter were injected into the sciatic nerve of mice (a minimum of 10 animals for
each viral serotype). Retrograde transport of AAV vectors into sensory neurons was
evaluated in lumbar L4 to L6 DRG of animals euthanized 3 weeks post-administration.
GFP expression in sensory neurons was detected in animals injected with AAV2/1 or
AAV2/2 but very rare labeled neurons were observed in AAV2/8-injected animals (Fig. 1,
arrows). The percentage of GFP positive neurons in DRG sections stained with the pan-
neuronal marker PGP9.5, averaged 7.45 £1.5 % for AAV2/1, 3.81 £ 1.35 % for AAV2 and
only 0.51 £ 0.40 % for AAVS8. In addition, AAV1- and AAV8-treated DRG contained GFP-
expressing cells that were not labelled for PGP9.5, and had Schwann-cell like morphology
(Fig. 1, arrowheads).

Longitudinal sections of the sciatic nerve from the same animals were stained for S100, a
Schwann cell marker, or for PGP 9.5 (Fig. 2). We found that AAV2/2 GFP expression was
detected exclusively in axons, positive for PGP 9.5, AAV2/1-driven GFP expression was
seen in axons and Schwann cells, and AAV2/8 targeted mostly Schwann cells. Half-log
lower dose of AAV2/8 vector was injected in the sciatic nerve of another group of animals
and co-localization was again confirmed by S100 immunohistochemistry, although with
lower efficiency (data not shown) suggesting that this particular tropism is not due to
saturation of viral receptors.

Recently, Klein and colleagues described that AAV8 tropism in the CNS is modified
depending on the method of purification used. While AAV8 vectors purified by iodixanol
gradient infected exclusively neurons, CsCl-purification changed AAVS8 tropism to glial
cells.15 We performed intrasciatic injections using 8 x 106 green fluorescent units (gfu) of
CsClI- or iodixanol-purified AAV8GFP vectors to compare their tropism in the PNS. Three
weeks later, GFP mRNA was mostly detected in the sciatic nerve, where nuclei of
Schwann cells but not neurons are located, regardless of the purification method

employed. However, GFP mRNA levels in the sciatic nerve were higher with CsCl-purified



than with iodixanol-purified AAV8 vector. On the other hand, we could hardly detect GFP
mRNA in DRG from animals injected with both AAV8 vectors, indicating that at least
through nerve administration, AAV8 transduces mainly Schwann cells, independently of

the method of purification (Fig. S1, supplementary information).

Long-term expression of AAV vectors in Schwann cells

AAV2-driven expression in the sciatic nerve peaks at 3 weeks post-administration and it is
maintained for at least 6 months.16 To determine the stability of expression mediated by
AAV1 or AAV8 vectors in Schwann cells, we administered 2.2 x 109 vg of the two
serotypes coding for the LacZ gene under the expression of a CMV promoter into the
sciatic nerve. Expression was quantified by galactolight assay on sciatic nerve protein
extracts at 1, 3, 6 and 10 weeks after administration. As shown in Fig. 3A, Rgalactosidase
expression peaks at week 3 for both serotypes and is maintained for AAV8 for at least 10
weeks, whereas for AAV1 the expression is markedly decreased after 6 weeks.

Both viruses drove expression through the same promoter, thus it seems unlikely that the
decrease in AAV1-directed expression in the sciatic nerve would be due to CMV silencing.
To test this hypothesis, vector copy number in the peripheral nerve was analyzed in
another cohort of animals injected with 1.5 x 109 vg of AAV1ICMVGFP or AAVB8CMVGFP,
and euthanized at 1, 6 and 10 weeks. Vector DNA quantification by real time PCR in
sciatic nerves showed a [112-fold difference in viral copy number/cell between AAV1 and
AAVS at 1 week after transduction (Fig. 3B). The significant difference was maintained at 6
and 10 weeks for both serotypes despite more than 80% decrease in the number of AAV
DNA copies overtime. Efficiency of AAV8 transduction in the sciatic nerve is outlined by
the fact that the number of vg/cell of AAV8 at week 10 is still higher than those of AAV1 at

week 1.

Development of neutralizing antibodies following intrasciatic AAV administration
AAV vectors were shown to be significantly less immunogenic than adenoviral vectors.17
However, recent studies demonstrated a direct correlation between the virus
immunogenicity and its ability to infect dendritic cells, which was superior for AAV2 than for
AAV8 serotype.18 Immune response directed against adenoviral or AAV vectors is
developed after intracranial injection in the CNS in a dose-dependent manner.

Basically, if the viral vectors escape from the CNS to peripheral organs, a systemic

adaptive anti-viral immune response mediates an almost complete elimination of the



transgene expression from the brain (for a review, see 19). Blood-brain-barrier confers a
particular immunological privilege to the CNS, however this may not be the case for the
PNS since the blood-nerve-barrier is more permeable.

Immune response activation in AAV-transduced sciatic nerves was analyzed on
histological slides of sciatic nerves 1-week after transduction without evidence of T cell
infiltration (Supplementary Fig. S2). At the same time point, inguinal lymph node
morphology showed primary lymph follicles in AAV-injected animals but no secondary
follicles, indicative of B lymphocyte proliferation (Supplementary Fig. S3). Altogether, these
data suggest that CTL response was not reducing AAV-mediated expression in Schwann
cells, which is consistent with the peak expression at 3 weeks post-infection for both AAV1
and AAVS8 pseudotypes.

To explore the possibility of re-infection of sciatic nerve with AAV vectors, we quantified
the levels of circulating neutralizing antibodies present in the blood of AAV-transduced
animals. We plotted the percentage of viral infectivity inhibition after incubation with serum
of transduced animals, which correlated with the level of neutralizing antibodies (Fig. 4).
Twenty-seven percent inhibition was observed with a 1:50 dilution of serum from AAV8-
infected animals, and with a 1:200 dilution of serum from AAV2-injected mice. More
importantly, using serum from AAV1-transduced animals we did not obtain 50% infection
even at the highest serum dilution. Thus, titers of neutralizing antibodies generated after
intrasciatic administration were significantly higher in AAV1-transduced animals than in
AAV2-injected mice, with the lowest titer corresponding to animals injected with AAV8 (Fig.
4). We also observed a dose-response inhibition in animals injected with half-log lower
dose of AAVS8, where more than 50% expression is obtained already with the undiluted

serum.

AAV8BCNTF-transduced Schwann cells promote axonal regeneration and myelin

proteins overexpression in injured sciatic nerve

To test whether AAV8 could have a therapeutic potential in a mouse model of PNS
regeneration, we injected 3.6x10° vg of AAV1 or AAV8CMVLacZ into the sciatic nerve of
mice that had undergone nerve crush. B-galactosidase activity was detected in sciatic
nerve protein extracts at 1, 3, 6 and 10 weeks after administration (Fig. 5). Simlar to what
was shown for intact nerves, the decrease in AAV8-driven expression overtime is

significantly lower than for AAV1.



With the aim of stimulating myelin protein expression by Schwann cells, we cloned the
mouse CNTF cDNA into an AAV backbone under the regulation of a CAG promoter.
Bioactivity of our CNTF construct is demonstrated in the RT4-DP6 Schwann cell line by
quantitative RT-PCR of myelin proteins (Supplemental Fig. S4). Significantly higher levels
of CNTF correlated with a 2.5-fold increase in PO and a 1.7-fold increase in PMP22 in the
transfected cells.

Next, 4.5 x 10° vg of AAVBCNTF or AAVBGFP were administered into the crushed sciatic
nerve of mice. Animals were evaluated at 17, 24 and 30 days post injury. A tendency for
improved regeneration was seen at 17 and 24 days in CNTF-treated animals, with
significant differences achieved at 30 days, as indicated by the higher amplitude of the
CMAPs compared to GFP-treated mice (Table 1). Increased CNTF immunoreactivity was
found in Schwann cells of CNTF-transduced animals compared with GFP-injected nerves
(Fig. 6A). Moreover, the augmented CNTF mRNA in Schwann cells resulted in two-fold
higher levels of PO and PMP22 mRNA in the sciatic nerve (Fig. 6B), which agrees with the
levels of myelin proteins obtained in vitro (Fig. S4). On the other hand, CNTF not only
stimulated myelin protein mRNA transcription but also overexpression of GAP43 by
peripheral neurons, since GAP43 mRNA levels in L4-L6 DRG were twice higher than in
GFP-treated mice (Fig. 6B). GAP43 is a protein overexpressed by neurons in the process

of regeneration and it is located in the growth cones of regenerating axons.

DISCUSSION

Gene transfer to the CNS has been extensively studied, but transduction of the PNS by
viral vectors still remains a field to be intensely explored. Among the cell types that
constitute the PNS, Schwann cells, similar to their homologues in the CNS, the
oligodendrocytes, are the supporting cells producing myelin. Currently, many
investigations are being focused on these cell types and their role in dysfunctions of the
nervous system. For instance, they participate in the development of some
neurodegenerative diseases affecting myelination.?® In addition, studies in diabetic patients
without evidence of neuropathy showed demyelination without fiber loss or axonal atrophy,
suggesting that Schwann cells could be primarily involved in the development of diabetic
neuropathy.?"?> Moreover, in the PNS, activated Schwann cells are naturally secreting
neurotrophic factors essential for nerve regeneration. In this regard, Schwann cells are the

only cells producing CNTF in the PNS. Evidence of CNTF autocrine effect on Schwann



cells or oligodendrocytes has been reported although data has been controversial.
Disrupted CNTF signaling delays myelination of mouse cranial motor neurons,? however,
CNTF fails to promote myelination in vivo.** Here we show that CNTF gene transfer to
Schwann cells increases expression of myelin proteins and activates their differentiation in
vitro and in vivo.

Naturally produced CNTF is non-secreted but it is released to the extracellular space when
Schwann cells are lysed after PNS injury. The CNTF receptor, L-ret, is located mainly in
neurons, where CNTF has a paracrine effect promoting cell survival and axonal growth."
Wild-type CNTF protein lacks the secretion signal sequence.?® To stimulate secretion,
many groups have engineered CNTF constructs by adding signal sequences from various
secreted proteins.'*?® Non-secreted CNTF produced by Schwann cells may have different
effects than secreted CNTF. Indeed, some detrimental effects have been reported
following systemic CNTF injection, such as induction of cachexia in mice?” or dose
dependent deleterious effects of secreted CNTF in a mouse model of retinal
degeneration.?® Thus, expression of CNTF by the appropriate cell type may be crucial to
obtain the beneficial effects of this cytokine; among them, the stimulation of nerve
regeneration. In contrast to previous works, we did not add any secretion signal to our
construct to promote natural expression and release of CNTF by Schwann cells. Our
results suggest that overexpression of CNTF by Schwann cells through an AAV8 vector
may have both an autocrine effect in Schwann cells by inducing overexpression of myelin
proteins, and a paracrine action in neurons, stimulating regeneration of their axons.

The sciatic nerve crush is a well-characterized model of peripheral nerve regeneration.
After a lesion, nerve fibers in the distal stump degenerate. Myelin and axon debris are
removed by a process called Wallerian degeneration. If the endoneurial tubes remain
intact, anatomical and functional recovery is enabled. In the final steps of fiber
regeneration, remyelination of the regenerated fibers needs Schwann cells differentiation
and myelin protein synthesis. Impairment of peripheral nerve regeneration contributes to
peripheral neuropathies in several diseases like diabetes, alcoholism and Charcot-Marie-
Tooth, among others. Moreover, speeding peripheral nerve regeneration by gene therapy
may also help recovery in traumatic injuries, reducing the painful healing period.

During axonal regeneration, numerous changes in gene expression occur also in the
neuronal cell bodies (reviewed in 29). Among them, GAP43 expression in the nerve
growth cone is needed for axonal regeneration. We found an increase in GAP43 mRNA in

DRG, presumably transcribed by sensory neurons (although we cannot rule out the



possibility of satellite cell transduction) but not in the spinal cord, where the somas of
motoneurons are located. This may result from a technical limitation due to the dilution of
GAP43 mRNA produced by motoneurons in the whole spinal cord tissue that, compared to
sensory neurons in DRG, represent a much smaller proportion of cells and thus of mMRNA
content. Indeed, our electrophysiological data demonstrate improved motor recovery in
CNTF injected mice, which is in agreement with previous studies describing its role in
stimulation of motoneuron regeneration in vitro and in vivo.**!

Intrasciatic administration of AAV8 provides a useful tool for specific Schwann cell
transduction, compared to other viral vectors described so far. Through this route of
administration we did not observe the neuronal tropism described for this AAV serotype
after intracranial injection in the CNS or through intrathecal administration.® Differences in
the distribution of AAV8 receptor between axons and soma of sensory neurons may
explain this discrepancy. Another possibility would be associated to the particular
characteristics of peripheral neurons, thus any virus entering the axon in the peripheral
nerve, needs to retrogradely travel up to the nuclei of the neuron, located in the DRG or
the spinal cord, before its genome can be expressed. Differences in the retrograde
transport capacity of the different AAV serotypes could also account for their variation in
sensory or motor neuron expression.

Despite some experimental variability, expression driven by AAV8 vector is considerably
stable as no significant decrease was observed between the peak at 3 weeks and 10
weeks post-administration, the latest time-point analyzed. In contrast, AAV1 expression
was dramatically diminished by week 10. Vector copy number per cell was lowered
between weeks 1 and 10 for both viruses in the sciatic nerve, but we did not detect
inflammation indicative of a T cell response against the transduced cells (Fig. S3). The
vector copy number/cell did not exactly correlate with 3-galactosidase activity in the sciatic
nerve at the same time points (Fig. 4A and B), which could be explained by two reasons. It
is possible that a percentage of the vg copies present at week 1 were not expressing the
reporter protein yet, since the peak of expression is at week 3. On the other hand, AAV1
also infects sensory neurons, thus, although a nuclear localization signal was used to drive
R-galactosidase protein into the nuclei of the producing cells, when expression is strong
enough, some R-galactosidase leakage could be found on the cytoplasm and axons of the
producing cells. In this case, the R-gal activity detected in the sciatic nerves transduced

with AAV1 may be due to both neuronal and Schwann cell expression, while [3-gal activity



obtained from AAVS transduction may be exclusive of cells whose nuclei are located in the
sciatic nerve, mainly Schwann cells.

Development of circulating antibodies against AAV vectors has been described after
intravascular or intramuscular administration. We also detected neutralizing antibodies
against the 3 serotypes tested in the serum of injected mice at 3 weeks, but the titers
differed among the serotypes. The most immunogenic was AAV1, followed by AAV2 while
AAV8-injected mice developed the lowest antibody titers against this vector. As expected,
a dose response was observed for AAV8, depending on the titer of virus injected.

In summary, we provide evidence that intranerve administration of AAV8 is a useful tool for
local and specific Schwann cell transduction, and it proves to be efficient for stimulating
expression of genes involved in peripheral nerve myelination and regeneration in the

injured mouse nerve.

MATERIALS AND METHODS

AAV vector construction, production and titration. CNTF cDNA was amplified from
mouse sciatic nerve mRNA using the following primers that allow the addition of a Xhol
and a BamH| restriction sites at each end of the amplified fragment (CNTF-Fwd:
CTCGAGGGATCCATGGCTTTCGCAGAGCAATCAC, CNTF-Rev: CNTF-Rev:
CTCGAGGGATCCCTACATTTGCTTGGCCCCATAA). CNTF cDNA was then cloned into
Xhol and BamH)| sites between the ITRs of AAV2, under the regulation of the chicken -
actin promoter and the enhancer of CMV (CAG). The woodchuck hepatitis virus
responsive element (WPRE) was added at 3’ to stabilize mRNA expression.*

AAV2/1 and AAV2/8CMV-LacZ as well as AAV2/1, AAV2/2 and AAV2/8 CMV-GFP and
AAV2/8CAG-CNTF were generated as previously described® by triple transfection of HEK
293-AAV cells (Stratagene, Carlsbad, CA, USA) with branched polyethylenimine (PEI,
Sigma, Saint Louis, MO, USA) with the plasmid containing the ITRs of AAV2, the AAV
helper plasmid containing Rep2 and Cap for each serotype (kindly provided by JM Wilson,
U of Pennsylvania, Philadelphia, USA) and the pXX6 plasmid containing helper adenoviral
genes.* Vectors were purified by CsCl or iodixianol gradients.*® Encapsidated DNA was
quantified by a PicoGreen (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) assay following denaturation of
the AAV particles (M. Monfar et al, manuscript in preparation), and the titers were
calculated as viral genomes per milliliter (vg/ml). Titers for rAAVGFP vector in IU/ml were
measured in QBI-HEK 293A cells (Q-Biogene, Carlsbad, CA, USA) by counting

transduction events 72h after vector exposure.



Animals and surgery. Female ICR mice (8-12 weeks old) were anesthetized by
intraperitoneal injection of ketamine (10mg/kg of body weight; Imalgene 500, Rhoéne-
Merieux, Lyon, France) and xylazine (1mg/kg of body weight; Rompun, Bayer,
Leverkusen, Germany). After sciatic nerve exposure, local anesthesia with Bupivacaine
0.5% (B.Braun, Melsungen, Germany) was applied. Three-ul of viral vectors were directly
injected into the sciatic nerve through a 33-gauge needle and a Hamilton syringe
connected to a Micropump (Micro4, World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) at a
rate of 400 nl/min. The injection site was approximately 45 mm from the tip of the third toe.
The needle remained in place at the injection site for 1 additional min. before it was slowly
removed. For nerve injury, the sciatic nerve was exposed at the midthigh and crushed
using fine forceps during 30 sec for 3 times, at a distance of 42 mm from the tip of the third
toe.*® Three l of viruses were loaded into the endoneurium just distal to the crush site. All
mice were fed ad libitum with a standard diet (Teklad Global, Harlan Teklad, Madison, WI,
USA). Animal care and experimental procedures were approved by the Biosafety and the

Ethical Committees of the Universitat Autdbnoma de Barcelona.

Functional tests. Reinnervation of target organs was tested at 17, 24 and 30 days after
nerve crush, by nerve conduction tests. ***® Under anesthesia the sciatic nerve was
stimulated at the sciatic notch and the compound muscle action potentials (CMAPSs) were
recorded from anterior tibialis and plantar muscles. The latency, indicative of conduction
velocity, and the amplitude, indicative of amount of regeneration, of the CMAP were
measured. Recovery of pain sensitivity was tested by light pricking with a needle in five
areas, from the proximal pawpad to the tip of the second digit. A score to pinprick (PP)
was assigned from no response (0), reduced or inconsistent response (1) to normal
reaction (2) in each area tested, and summed to assess the extension of sensory

reinnervation. %3¢

Neutralizing antibody titers against AAV in mouse serums. Serum from 3-wks-injected
mice with each AAV pseudotype was serially diluted with serum from non-injected animals
and incubated for 30 minutes at 37°C with an MOI of 1 (AAV1 2.9 x 10° vg; AAV2 2.24 x
10° vg; AAV8 1.54 x 10% vg or 3.07 x 10’ vg for AAV8 1/5 low dose). Vector transgene
expression was quantified after 72h incubation with QBI-HEK 293A cells.

Immunostaining. Anesthetized animals were perfused with phosphate-buffered saline

(PBS), followed by 4% paraformaldehyde in PBS. Cryo-protected sciatic nerves and DRG



were embedded in Tissue-Tek Oct Compound (Miles, Elkhart, IN, USA). Ten-mm thick
sections of sciatic nerves were incubated with primary antibody dilutions at 1:1000 for
S100 (DakoCytomation, Glostrup, Denmark), 1:500 for PGP 9.5 (UltraClone Ltd, Isle of
Wight, UK) and 1:100 for CNTF (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA). Goat
anti-rabbit Alexa Fluor 568 was used as secondary antibody (1:500; Molecular Probes,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Nuclear staining was obtained with TO-PRO-3 (1:100;
Molecular Probes). Fluorescence was detected with a laser-scanning confocal microscope

(TCs SP2; Leica Microsystems GmbH, Heidelberg, Germany).

RT-PCR assay. The RT4-D6P2T cells or sciatic nerves were homogenized with Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) or Qiazol (Qiagen, Hilden, Germany) respectively to
obtain total RNA. Messenger RNA was retrotranscribed to cDNA (Omniscript RT Kit,
Qiagen, Hilden, Germany) and analysis of expression was performed by Real Time PCR
(Smart Cycler Il; Cepheid Sunnyvale, CA, USA) with FastStart Sybrgreen Master (Roche
Diagnostics). Primer sequences used: r36B4Fwd718: ATGGATACAAAAGGGTCCTGGC,;
r36B4Rv830: AGCCGCAAATGCAGATGGATC; m36B4Fwd718:
ATGGGTACAAGCGCGTCCTG; m36B4Rv830: AGCCCGCAAATGCAGATGGATC;
mCNTF-Fwd: GACCTGACTGCTCTTATGGAATC; MCNTF-Rv:
GCCTCAGTCATCTCACTCCAG; mGAP-43Fwd: AGCCTAAACAAGCCGATGTGCC;
mMGAP-43Rv: TTCGTCTACAGCGTCTTTCTCCTCC; GFP-Fwd:
TGCTTCAGCCGCTACCCCGAC; GFP-Rv: TGTCGCCCTCGAACTTCACCTC.

PCR amplifications were performed as follows: heat inactivation (5 min, 95°C); followed by
45 cycles of 95°C, 15 s; 58°C, 30 s; 72°C, 30s. Fluorescence detection of product was
performed at the end of the PCR extension and melting curves were analyzed by
monitoring the continuous decrease in fluorescence of the SYBR Green signal. PCR
products were verified for a single amplification product using melting curve analysis and
the molecular weight of each product was confirmed by agarose electrophoresis.
Quantification relative to 36B4 controls was calculated using the Pfaffl method.*’

DNA was extracted from sciatic nerve and DRG with 0.1 mg/ml of proteinase K (Roche
Diagnostics), followed by phenol/chloroform extraction. RT primers for cyclophilin B, as
housekeeping gene, or GFP were as follows: mCyclophilinB-Fwd6009:
TCAACCTCTCCTCTCCTGCC; mCyclophilinB-Rv6141:
GGTTTCTCCACTTCGATCTTGC; CMVAAV2-Fwd: AGCAGAGCTGGTTTAGTGAACC;
GFPAAV2-Rv: TGCTCACCATGGTGGCGACC. Viral genome copies/cell were calculated



using a standard curve generated from known amounts of a plasmid DNA containing a
CMV-GFP sequence or a 500 pb cyclophilin PCR product (CyclophilinB-Fwd5617:
CATGCCTATGGTCCTAGCTT and CyclophilinB-Rv6141) purified by Geneclean (Q-
Biogene, Carlsbad, CA, USA) in 10 ng/ul salmon’s sperm DNA (Sigma) and assuming that
1 ug of mouse genomic DNA contains 3x10° haploid genomes.

Statistics. Students f test or two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc tests were

performed for each set of data.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1: Dorsal root ganglia targeted via intrasciatic administration.
Immunofluorescence of sections of dorsal root ganglia from mice injected intrasciatically
with AAV2/1, AAV2/2 or AAV2/8 showing GFP expression in scattered neurons. Neurons
were stained with PGP 9.5. Arrows show GFP-positive neurons and arrowheads indicate
GFP-positive Schwann cells. Insets show a 3x magnification of the framed GFP positive
cells. In the lower right panel there is a quantification of the % of GFP-positive neurons per
section (counts at least from 8 sections from 3 ganglia for each virus; bars represent
means + SEM). Statistical analysis: students t test with p<0.01 comparing AAV8 and AAV2
(8); p<0.001 between AAV8 and AAV1 (#). Scale bar, 130 um.

Fig. 2. Sciatic transduction using AAV vectors. Confocal microscopy images showing
immunofluorescence in sections of mouse sciatic nerves transduced with AAV2/1, AAV2/2
or AAV2/8 coding for GFP (in green) under the control of the CMV promoter. PGP 9.5 was
used as neuronal marker and S100 as Schwann cell marker (both in red; Marker). Merged
images show co-localization of the 3 serotypes tested with Schwann cells or PNS neurons.

Scale bar, 42 ym in first column; 80 pm in last column.

Fig. 3: Long-term expression in sciatic nerves. A. 3-Galactosidase activity/ug protein in
sciatic nerves transduced with AAV1 and AAV8CMVnlisLacZ was evaluated at 1, 3, 6 and
10 weeks after transduction (n=4 for each time point and virus; bars show means + SEM).
B. Quantitative PCR of vector DNA present in the sciatic nerve at 1, 6 and 10 weeks after
intrasciatic administration. Horizontal bars represent the mean values obtained from all
samples for each time-point and virus (n=4; dots). Results are significantly different with

p<0.05 by two-way ANOVA with Bonferroni posthoc tests.

Fig. 4. Neutralizing antibody titers against AAV serotypes. Serum collected at 3 weeks
from mice injected with AAV1 (v; n = 4), AAV2 ([J; n=4), AAVS8 (c; n=4) or AAVS8 at 1/5
lower dose (A; n=2) was serially diluted and incubated with each corresponding AAV
serotype expressing GFP in QBI-HEK 293A cells. Green fluorescent cells (gfu) were
counted at 48h and results normalyzed by the number of gfu of each viral serotype

incubated with serum from non-injected mice. Plotted graphs show means + SEM for each



virus and serum dilution. Significant differences were detected by two-way ANOVA with

Bonferroni posthoc tests between the three serotypes tested (p<0.05).

Fig. 5. Long-term expression of AAVS in injured sciatic nerves. Quantification of 3-
galactosidase expression in injured sciatic nerves injected with AAV1 (v) and AAV8 (A) by
galactolight assay at 1, 3, 6 and 10 weeks post-administration (n=4/group and time point).
Results (means + SEM) were normalized by the % of protein activity relative to the peak of
expression. Students t test comparing AAV1 and AAV8-driven expression for each time-

point showed statistically significant differences (* p<0.05; *** p<0.001).

Fig. 6. AAVBCNTF increases nerve regeneration and myelin proteins expression.
AAVBCNTF or AAVBGFP were administered into the sciatic nerve of mice that had
undergone nerve crush. Four weeks later, the animals were analyzed. A. CNTF
immunohistochemistry in sections of the proximal nerve crush area. Confocal microscopy
detected increased CNTF staining in Schwann cell-like morphology in injured sciatic
nerves injected with AAV8-CNTF compared to control animals injected with AAV8-GFP.
Images were obtained under identical scanning conditions. S100 immunohistochemistry
was performed to confirm Schwann cell-specific CNTF staining (data not shown). Scale
bar: 65 uym. B. Real Time PCR was performed to quantify CNTF, PO and PMP22
expression in sciatic nerves or GAP43 in DRG of the GFP- or CNTF-treated animals.
Differences between the two groups were statistically significant for the tested mRNAs

(p<0.05, Students t test; n=3 animals/group; 2 different experiments).
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Table 1. Electrophysiological tests for animals injected with AAV8-GFP or AAV-
CNTF intrasciatically

Target / Parameter

17 dpi 24 dpi 30 dpi

+GFP +CNTF +GFP +CNTF +GFP +CNTF
Ant tibialis muscle
Latency (ms) 4.1+03 4.1+0.6 26+0.2 22402 1.9+0.1 1.9+0.2
CMAP (mV) 38+1.9 43+1.6 7.6+1.7 124+1.6 147+13 205+1.7*%
Plantar muscle
Latency (ms) 11.2+1.0 11.3+09 53+0.6 50+04 39+03 3.8+0.2
CMAP (mV) 0.06+0.06 0.07+0.05 056+0.17 0.89+037 13=+0.4 1.9+0.5
Nociception
Pinprick score 0.5+0.5 0.7+0.5 22+0.3 2.5+0.5 45+1.5 5.5+0.5

Abbreviations: dpi, days after injury; Ant, anterior; CMAP, compound muscle action
potential; ms, milliseconds; mV, milliVolts.

Data are expressed as mean + SEM.

n=4/group.

* p<0.05 vs +GFP
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ABSTRACT

Aims/hypothesis: The NOD mouse has been suggested as an adequate model for the study of
diabetic autonomic neuropathy.

Methods: We evaluated sensorymotor neuropathy in NOD male mice rendered diabetic by multiple
low doses of streptozotocin, in comparison with similarly treated ICR mice. Nerve regeneration was
also evaluated following sciatic nerve crush.

Results: Neurophysiological values for the intact hindlimb were similar in NOD and ICR control
groups during follow-up. Both strains of diabetic mice showed a decline in motor and sensory NCV
at 47 and 54 days after induction of diabetes. However, the amplitudes of compound muscle and
sensory action potentials (CMAPs and CNAPs) were significantly reduced in NOD diabetic mice
but not in ICR mice. Morphometrical analyses showed a loss of myelinated fibers in NOD mice with
high levels of glycemia, but no significant changes in fiber size. There was a reduction of
intraepidermal nerve fibers in the diabetic mice, more pronounced in NOD than in ICR mice.
Interestingly, aldose reductase and poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) activity were increased
already at 1 week of hyperglycemia and persisted till the end of the experiment in both diabetic
mouse strains. Following sciatic nerve crush, muscle and nerve reinnervation was delayed in
diabetic mice. The amplitudes of CMAPs and CNAPs at 24 days postcrush were significantly
smaller in diabetic mice than in control groups.

Conclusions/Interpretation: Diabetes of mid duration in mice induces more severe peripheral

neuropathy and slower regeneration in NOD than in ICR mice.

Key words: diabetic neuropathy, non-obese diabetic mice, nerve conduction, nerve regeneration,

aldose reductase activity, PARP activity

Abbreviations: AR: Aldose reductase
CMAP: compound muscle action potential
CNAP: sensory compound nerve action potential
NCV: nerve conduction velocity
PARP: poly(ADP-ribose) polymerase
STZ: streptozotocin

IENF: intraepidermal nerve fibers



INTRODUCTION

Peripheral polyneuropathy, involving somatic sensory and motor nerves as well as
autonomic nerves, is the most common and more disabling long-term complication of diabetes
mellitus. Axonal degeneration, nerve fiber loss, segmental demyelination and remyelination are
characteristic pathological features of human diabetic polyneuropathy.(Dyck and Giannini, 1999)
Experimental animal models have provided useful information with regard to the neuropathic
complications of diabetes. They develop metabolic abnormalities in the peripheral nerves, as well
as subsequent functional deficits such as slowed nerve conduction velocity and impaired axonal
transport (Yagihashi, 1995). However, variable and sometimes conflicting results have been
reported from morphological and morphometrical studies of peripheral nerves in experimental
diabetic animals.(Sima and Sugimoto, 1999) In particular, the parallel effects of aging, growth
retardation and uremia have been controversial, as well as the differential effects of diabetes on
axon and myelin abnormalities (Dockery and Sharma, 1990, Sharma and PK, 1987, Wright and
Nukada, 1994). Unfortunately none of the animal models of diabetes adequately reproduce the
pattern and severity of human diabetic neuropathy, with changes in animal nerves usually being
limited to relatively mild neurophysiological deficits and minor morphometric changes without
significant morphological abnormalities (Hounsom and Tomlinson, 1997, Sharma and PK, 1987,
Wright and Nukada, 1994). This situation limits the usefulness of experimental studies.

Recently, two mouse models for type 2 diabetes have been characterized as appropriate
working models for diabetic neuropathy: the db/db mutation in C57BKS background (Sullivan, et
al., 2007) and the ob/ob mouse in a similar background (Drel, et al., 2006). On the other hand, the
non-obese diabetic (NOD) mouse has been described as an adequate model for type 1 diabetic
autonomic neuropathy, since it develops severe sympathetic ganglionic neuropathology, more
rapid and severe than other rodent models (Schmidt, et al., 2003). However, the only peripheral
neuropathic feature reported in the NOD mouse model was abnormal pain sensitivity to hot
stimulation (Gabra and Sirois, 2005, Obrosova, et al., 2005).

Among the factors implicated in the pathogenesis of diabetic complications, acceleration of
the polyol pathway, an alternate route of glucose metabolism, was the first mechanism suggested
to play a key role in the early tissue damage (Gabbay, et al., 1966). The polyol pathway is
composed of two enzymes, aldose reductase (AR) that converts glucose to sorbitol using NADPH
as a cofactor, and sorbitol dehydrogenase, which converts sorbitol to fructose using NAD" as a
cofactor. On the other hand, NADPH is also the essential cofactor for reducing glutathione, a
critical intracellular antioxidant. If NADPH is not available in Schwann cells, the amount of reduced
glutathione decreases, so the polyol pathway increases susceptibility to intracellular oxidative
stress, which may be the unified mechanism in the pathogenesis of most diabetic complications
(for review see (Brownlee, 2005, Like and Rossini, 1976)). Free radicals, oxidants, and perhaps
some still-unidentified metabolic factors result in activation of the nuclear enzyme poly(ADP-ribose)

polymerase (PARP), a recently discovered fundamental mechanism in the pathogenesis of



diabetes complications including endothelial dysfunction, cardiomyopathy, retinopathy and
neuropathy (Garcia Soriano, et al., 2001, Obrosova, et al., 2004, Pacher, et al., 2002).
Counteracting nitrosative stress, the product of superoxide anion radical with nitric oxide, in early
diabetic neuropathy in NOD mice improved pain sensitivity (Obrosova, et al., 2005).

The main aim of this study was to compare, by means of biochemical, electrophysiological
and morphological evaluations, the neuropathic profile of mid-term diabetes (8 weeks) induced by
multiple low doses of streptozotocin (STZ) in ICR and NOD mice. We also identified some
biochemical markers of diabetic neuropathy as early as 1 week of diabetes. In addition, the impact
of STZ-induced diabetes on the regenerative potential of peripheral nerves was evaluated in the

same strains of mice.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Male ICR and NOD mice, 8-10 weeks old, were used. Mice were fed ad libitum with a
standard diet (2018S Teklad Global, Harlan Laboratories; 17% calories from fat) and kept under a
light—dark cycle of 12 hr (lights on at 8:00 am). To induce insulin-dependent diabetes, mice were
given, on 5 consecutive days, an intraperitoneal injection of STZ (45 mg/kg body weight for ICR or
35 mg/kg body weight for NOD mice) dissolved in 0.1 mol/l citrate buffer (pH 4.5) immediately
before administration. Diabetes was assessed by measuring blood glucose levels with a
Glucometer Elite (Bayer, Leverkusen, Germany). Animal care and experimental procedures were
approved by the Biosafety and the Animal and Human Experimentation Ethical Committees of the
Universitat Autbnoma de Barcelona.

Animals were divided into the following groups: Untreated control ICR mice, (ICR-c, n=10);
STZ-induced diabetic ICR mice (ICR-d, n=15); control NOD mice (NOD-c, n=13); STZ-induced
diabetic NOD mice showing intermediate blood glucose levels (between 300 and 400 mg/dl) during
follow-up (NOD-dm, n=8); and STZ-induced diabetic NOD mice showing high hyperglycemia
(above 500 mg/dl of blood glucose) during follow-up (NOD-dh, n=12).

In each group, the left sciatic nerve was intact and served to assess the impact of
hyperglycemia on nerve function, whereas the right sciatic nerve was subjected to a focal crush
lesion and was used to evaluate differences in the regenerative capacity between experimental

groups.

Surgical procedures

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (10mg/kg; Imalgene 500,
Rhéne-Merieux, Lyon, France) and xylazine (1mg/kg; Rompun, Bayer, Leverkusen, Germany).
After sciatic nerve exposure at the mid-thigh, local anesthesia with bupivacaine 0.5% (B.Braun,

Melsungen, Germany) was applied and the nerve was injured by crush during 30 seconds for three



times in succession with a Dumont No. 5 forceps at a constant point, 42 mm from the tip of the

third digit. The wound was then sutured by layers. The left sciatic nerve was left intact.

Aldose reductase activity
Aldose reductase activity was spectrophotometrically measured following the decrease of

NADPH during the reduction of glyceraldehyde (both from Sigma, Saint Louis, MO, USA), as
published (Sato, S. 1992). Briefly, the reaction was started by adding 100 mM DL-glyceraldehyde
to 100 mg of sciatic nerve protein extract in 1M phosphate buffer containing 1.5 mM NADPH (total
volume of 200 pl). Following 5 min incubation NADPH was measured at 340 nm. One enzyme unit

(U) was defined as nmols of oxidated NADPH /min and mg of protein.

Western blot analysis

Sciatic nerves and dorsal root ganglia (DRGs) were sonicated and homogenized in RIA
lysis buffer (50mM Tris-Cl pH 7.4, 150mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.25%
sodiumdeoxycholate and Complete Mini EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets (Roche
Diagnostics, Basel, Germany)). Protein concentration was determined by BCA Protein Assay
(Pierce, Rockford, IL, USA), and 50 ug of proteins were separated on 10% SDS-PAGE gel (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). PVDF membranes were incubated wit anti-aldose reductase (AR)
(1:500, kindly donated by T. G. Flynn, Queen's University, Ontario, Canada) or anti-poly(ADP-
ribose) modified proteins (1:1000; Biomol Intl., Plymouth Meeting, PA, USA) and anti-rabbit or anti-
mouse conjugated to HRP, respectively (1:2000, DakoCytomation, Glostrup, Denmark) combined
with western blotting detection reagent (ECL Plus; Amersham, Freiburg, Germany). The same
membranes were stripped and incubated with anti-actin (1:500, Sigma, Saint Louis, MO, USA).
Band pixel intensities were quantified by GeneSnap software for Gene Genius Bio Imaging System

(Syngene, Cambridge, UK) and normalized by anti-actin levels in each line.

Functional tests

Nerve conduction studies were performed bilaterally in the sciatic nerve (Navarro, et al.,
1994, Verdu, et al., 1999) at two time points, 17 and 24 days following the surgical lesion. With
animals under anesthesia (pentobarbital 40 mg/kg i.p.) the nerve was stimulated percutaneously
through a pair of small needle electrodes placed first at the sciatic notch and then at the ankle.
Rectangular electrical pulses (Grass S88) of 0.01 ms duration were applied up to 25% above the
voltage that gave a maximal response. The compound muscle action potentials (CMAPs), elicited
by orthodromic conduction (M wave) and by the monosynaptic reflex arc (H wave), were recorded
from the third interosseus plantar muscle and from the tibialis anterior muscle with microneedle
electrodes. Similarly, the sensory compound nerve action potential (CNAP) was recorded by

electrodes placed at the fourth toe near the digital nerves. All evoked action potentials were



displayed on a storage oscilloscope (Tektronix 420) at settings appropriate to measure the
amplitude from baseline to peak and the latency to the onset of the CMAP and the CNAP and to
the peak of the H wave. The nerve conduction velocity (NCV) was calculated for each segment
tested; motor NCV for the sciatic notch-ankle segment, sensory NCV for the proximal segment
sciatic notch-ankle (SNCVp) and for the distal segment ankle-digit (SNCVd). During
electrophysiological tests, the animals were placed over a warm flat steamer controlled by a hot
water circulating pump, and the hindpaw skin temperature was maintained above 32°C.

Thermal nociceptive threshold was evaluated in the intact hindpaw by means of a plantar
algesimeter (Ugo Basile, Comerio, Italy). Mice were placed into a plastic box with an elevated
glass floor. The beam of a projection lamp was focused from the bottom of the box onto the plantar
surface of the paw. (Hargreaves, et al., 1988) When the hindpaw was lifted, the light was shut off
and the latency measured through a time-meter coupled with IR detectors. A cutoff time was set at
20 s to prevent tissue damage. In the injured hindlimb, recovery of pain sensibility was tested by
light pricking with a needle at five areas, from the most proximal pad to the tip of the second digit
on the plantar aspect of the hindpaw, under a dissecting microscope in order to assess
progression of skin reinnervation. A score to pinprick (PP) was assigned from no response [0],
reduced or inconsistent responses [1] to normal reaction [2] in each area tested. (Navarro, et al.,
1994)

Histological methods

At the end of the experiment, four mice of each group were transcardially perfused with 4%
paraformaldehyde and the tibial nerve above the ankle and the plantar pads carefully removed
under a dissecting microscope and processed by histological and immunohistochemical methods
respectively.

The tibial nerve samples were fixed in glutaraldehyde-paraformaldehyde (3%:3%) in
cacodylate buffer (0.1M, pH: 7.4) for 4-6 h at 4°C, then post-fixed with 2% osmium tetroxide,
washed in distilled water, dehydrated in graded series of ethanol and embedded in epoxy resin.
Light microscopy observations were performed on 0.5 um semithin sections stained with toluidine
blue, under an Olympus BX-40 microscope. A morphometrical evaluation, including nerve cross-
sectional area, axonal counts, and myelinated axon and fiber perimeters and diameters, was made
from images obtained using an Olympus DP50 camera connected to a computer and processed to
a magnification of 200x (for measurement of the cross-sectional area of the entire nerve) and to
2600x (for myelinated fiber morphometry). Printed images of systematic randomly selected fields,
covering at least 300 myelinated fibers, were used for morphometrical analyses with the help of a
computer linked digitizing tablet and Image software. (Ceballos, et al., 1999, Verdu, et al., 1999)
The outer and inner profiles of each myelinated fiber were marked with the magnetic pen. The
following morphometric parameters were assessed: fiber and axon area and diameter, myelin

thickness, g ratio, and myelinated fiber density.



The plantar pads were stored in Zamboni's fixative overnight, then cryoprotected in 0.1 M
phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.4) containing 20% sucrose and stored at 4°C. Samples
were processed as previously described.(Verdu and Navarro, 1997, Verdu, et al., 1999) Briefly,
cryostat sections 40 ym thick were washed free-floating in PBS with 0.3% Triton-X100 (Fluka) and
1% fetal calf serum for 1 h, then incubated overnight at 4°C with rabbit anti-protein gene product
9.5 (PGP; 1:800; Ultraclone). After washes, sections were incubated in goat anti-rabbit cyanine
3.18 labeled IgG (1:200; Jackson Immunoresearch) overnight at 4°C. Following additional washes,
sections were mounted on slides and viewed under an epifluorescence microscope. To assess
antibody specificity, some samples were processed as described but without primary antibody. At
least five sections from each sample were used for counting the total number of intraepidermal

nerve fibers (IENF) observed in a length of 1 mm from the lateral side of the pad sample.

Data analysis and statistical comparisons
The results are shown as mean and SEM. Statistical comparisons between groups were made

by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni test for multiple comparisons or by Student’s t test.

RESULTS

Metabolic results

In order to analyze the development of diabetic neuropathy in the two mouse strains,
hyperglycemia was experimentally induced in ICR and NOD male mice by 5 consecutive doses of
STZ. Animals with blood glucose levels above 250 mg/dl were considered diabetic and they
underwent surgery on one leg, 30 days after diabetes induction, in order to evaluate the
regeneration delay that has been described in diabetic mice (Kennedy and Zochodne, 2000).
Electrophysiological studies were performed on days 17 and 24 after crush (47 and 54 days after
STZ treatment), after which the animals were euthanized and samples processed for
morphological and biochemical analysis. The experimental design is detailed in Fig. 1A. Optimal
STZ dose was established as the minimal dose at which 90% of the animals developed
hyperglycemia, which was 45 mg STZ/kg body weight (bw) for ICR mice, and 35 mg STZ/kg bw for
NOD mice.

Body weight and blood glucose levels for all experimental groups are shown in Fig. 1B and C,
respectively. No changes in body weight were detected in diabetic or control NOD mice. ICR
diabetic mice experienced about 6% reduction in body weight compared to healthy animals,
although differences were not statistically significant. Out of 20 NOD animals treated with STZ, 12
showed high glucose levels (above 450 mg/dl; NOD-dh) already at day 15, while 8 exhibited mildly
elevated glucose levels (NOD-dm), being more resistant to STZ treatment. These two subgroups
were analyzed separately for electrophysiology and morphometrical analysis; however, no
differences in body weight were detected between them, so all were included in the same group in

Fig. 1B. Glucose levels from the 15 ICR diabetic mice increased homogeneously and similarly to



the NOD-dh group, reaching the maximum glucometer capacity of glucose detection at the end of

the experiment.

Aldose Reductase analysis

It is well known that AR activity is increased in diabetic neuropathy, both in animal models
and in human patients. However, the onset of this increase has not been studied. In Fig. 2A we
show that while there is not significant differences between levels of AR protein in sciatic nerve
extracts of diabetic NOD-dh or ICR-d mice at early or medium time points (week 1 or 8 after
induction of diabetes, respectively), the enzyme activity is increased 60 to 70%, depending on the
strain, as early as one week after induction of diabetes, and persisted till the end of the experiment
at 8 weeks of diabetes. No differences were found between the two strains. No differences in AR
activity were detected in DRG of diabetic and control animals from both strains (data not shown),
suggesting that AR activity is increased in Schwann cells but not in sensory neurons in the
peripheral nervous system. On the other hand, AR mRNA was not increased in diabetic mice
compared to non-diabetic controls (data not shown), correlating with the maintenance of AR

protein levels (Fig. 2A and B).

Poly(ADP-ribosyl)ated proteins

We quantified poly(ADP-ribosyl)ated proteins as an index of PARP activation in response to
free radicals and oxidative stress by western blot (Fig. 3). Significant differences were found in
sciatic nerves of ICR-d mice and also in NOD-dh mice at the initial stages of diabetes. Importantly,
like AR activity, they were already 2.5 to 3 times increased at 1 week of diabetes, when blood
glucose levels ranged between 300 and 400 mg/dl (Fig. 3B). At mid-term of diabetes levels of
poly(ADP-ribosyl)ated proteins continued increasing up to 3.5 times in both models. No differences

in poly(ADP-ribosyl)ated proteins in DRGs were found as for AR activity.

Neurophysiological evaluation of intact nerves
The electrophysiological test results for the intact left sciatic nerves are shown in Table 1. In

control ICR and NOD mice the amplitude of the muscle and nerve compound action potentials did
not change significantly between the two times evaluated, whereas the NCV showed a mild
increase with time, which is consistent with nerve maturation.(Verdu, et al., 1996) The mean values
for nerve conduction tests were very similar between the two strains of mice and were in the same
range as those of other mouse strains tested in our laboratory in previous studies (Udina, et al.,
2003, Verdu, et al., 1996, Verdu, et al., 1999).

In STZ-induced diabetic mice we found no significant changes compared with control mice
at the first evaluation, that is at 45 days after induction of diabetes. However, at the second
evaluation, one week later, there was a significant decline in motor and sensory NCVs of 15-20%

with respect to the values found in the corresponding control groups (Table 1). These changes



indicate that NCV tends to increase in control nerves but to decrease in diabetic nerves within this
time span. In addition, NOD-dh mice, with high hyperglycemia, had a significant reduction in the
amplitude of CMAPs of plantar and tibialis anterior muscles. There were no consistent changes in
the amplitude and latency of the reflex H waves between control and diabetic mice.

In diabetic mice of both ICR and NOD strains, the hindpaw withdrawal latency in the
algesimetry test showed a statistically significant increase at 52 days of hyperglycemia (an

increase of about 40%, p<0.05 with respect to control mice) (Fig. 4).

Neurophysiological evaluation of regenerated nerves
In order to assess the capacity for nerve regeneration, which is diminished in diabetes, we

subjected all mice in the study to crush injury of the right sciatic nerve. Reinnervation of distal
muscles and nerves was evaluated by nerve conduction tests at 17 and 24 days postinjury. Early
muscle reinnervation was evidenced by the appearance of small, polyphasic CMAPs of long
latency that tended to increase in amplitude and shorten in latency and duration with time (Fig. 5B).
In control ICR mice we found evidence of reinnervation in the plantar muscles in the hindfoot of all
the mice by 17 days and of the digital nerves in the toes by 24 days. Control NOD mice followed a
similar course of regeneration, although mean values of reinnervation of distal targets were lower
in comparison with ICR mice (Table 2). The extension of nociceptive recovery expressed by the PP
score was also significantly reduced in NOD mice, further indicating a mild reduction of the
regeneration rate in this mouse strain with respect to ICR mice.

Diabetic mice showed a general, significant impairment of nerve regeneration when
compared to non-diabetic animals (Table 2). Group ICR-d had significantly lower amplitude of
responses and NCV than group ICR-c post-injury. Furthermore, axonal regeneration was delayed
since only 12/15 ICR-d mice had reinnervation of plantar muscles by 17 days and only 2/15 of
digital nerves by 24 days. Comparatively, there was more marked impairment of nerve
regeneration in NOD diabetic mice with the same levels of hyperglycemia. Group NOD-dh had
significantly lower results in amplitudes and NCVs for all targets tested, including also the proximal
tibialis anterior muscle. Evidences of reinnervation were found only in 3/12 mice in the plantar
muscle at 17 days and in 2/12 in the digital nerve at 24 days. The results for group NOD-dm were
slightly better, though not significant, than group NOD-dh, suggesting an influence of the levels of

hyperglycemia on peripheral nerve regeneration.

Morphological results of intact nerves
Mean values of the morphometric analysis of tibial nerves in the five groups of mice are

shown in Table 3. The qualitative study of the samples did not show presence of ischaemic areas
or endoneurial edema. General microstructure, cross-sectional nerve area and myelinated fiber

density were similar between control and diabetic groups (Fig. 6). The number of myelinated fibers



in the tibial nerve averaged about 1000 in both ICR-c and NOD-c groups, whereas it was slightly
lower (by <10%) in groups ICR-d and NOD-dm and significantly reduced in the NOD-dh. Mean
values for morphometrical analyses did not show any significant changes for the size of myelinated
fibers and axons, myelin thickness and g ratio between intact tibial nerves of the different groups.
The histogram distribution of fiber diameters showed a unimodal curve, without significant
differences between control and diabetic groups, although it was a slightly reduced percentage of

myelinated fibers larger that 10 ym in diameter in both diabetic groups (Fig. 7).

Morphological results of regenerated nerves
Light microscopy of tibial nerve semi-thin sections revealed the typical appearance for

regenerated nerves after a crush injury. Myelinated fibers density was lower than in normal nerves
and there was more connective tissue between the fibers (Fig. 8). Remnants of degenerating fibers
and phagocytic cells were still present. Table 3 shows also the average number of regenerated
myelinated fibers and of morphometrical parameters. No statistically significant differences were
found between the five groups. The number of myelinated fibers averaged about 650-720, except
for group NOD-dh that had only 500. The mean values for fiber and axon diameter and myelin
thickness showed a trend to be smaller in regenerated nerves of diabetic mice in comparison with
control animals. This is illustrated in Figure 7, where a shift to the left in the histogram distribution
of myelinated fiber diameters is evident for both diabetic groups (p<0.0001, Kolmogorov-Smirnov
test).

Epidermal innervation
To visualize nerve profiles in the skin of the hindfoot, we used immunolabeling of PGP, a

pan-neuronal cytoplasmic marker. The distribution of immunoreactive (-ir) nerve fibers in samples
of the control groups corresponded to the pattern previously described for the normal mouse foot
pad.(Navarro, et al., 1997, Verdu and Navarro, 1997) Intense immunoreactivity to PGP was seen
in nerves throughout the pads, in a dense subepidermal nerve plexus that gives rise to small nerve
branches that penetrate the epidermis, and in a dense network that innervates the sweat glands
(Fig. 9A-C). The number of PGP-ir intraepidermal nerve profiles was moderately reduced, by about
25%, in diabetic ICR and NOD mice compared to controls (Fig. 9D). Qualitatively, the density of
PGP-ir fibers did not change markedly in dermal nerve trunks and in the sweat gland plexus

between diabetic and control animals.

DISCUSSION
A useful mouse model of diabetic neuropathy should exhibit the key features present in
human disease, including sensory loss, electrophysiological measures of nerve impairment and

anatomical evidence of nerve fiber loss (Sullivan, et al., 2007). Here we show that the NOD mouse



rendered diabetic by multiple low doses of STZ, and also combined with nerve injury,
accomplishes these conditions in a 8-week course of diabetes, a relatively short period of time.
Thus, it could be a suitable model to test pharmacological or gene therapies as well to study early
signs of diabetic neuropathy.

Streptozotocin (STZ) is a broad spectrum antibiotic with diabetogenic properties due to its
toxicity on pancreatic beta cells. Diabetes can be induced by STZ by two experimental protocols
involving different pathogenic pathways. Direct beta-cell toxicity is exerted by i.p. injection of a
single high dose of STZ (180-200 mg/kg bw), whereas i.p. injections of multiple low doses (40
mg/kg on 5 consecutive days) induce subtoxic effects on beta-cells leading to slow progressive
hyperglycaemia, accompanied by lymphocytic infiltration of pancreatic islets, which resembles type
1 diabetes in human patients (Like and Rossini, 1976). Approximately 80% of NOD females
spontaneously develop type 1 diabetes from the 18" to 20" week of age, however weekly
monitoring of blood glucose levels of these animals is needed from week 12" to establish the onset
of hyperglycemia and high number of animals should be tested to finally obtain a significant
number of diabetic animals without important mouse-to-mouse variation depending on the course
of diabetes. Synchronizing the onset of diabetes in NOD mice by STZ administration allows the
use of males, thus, avoiding hormone-derived effects on the metabolic parameters of these
animals and homogenization of the curves of glycemia.

Chronic hyperglycemia and duration of diabetes mellitus are regarded as the main
determinants for development of neuropathy in diabetic patients. The pathogenesis of diabetic
neuropathy is multifactorial. A number of abnormalities appear to contribute into progressive
microvascular disease associated with motor, sensory and autonomic fiber loss. These
abnormalities include excessive polyol flux through the aldose reductase pathway, functional and
structural alterations of nerve microvessels, nerve and ganglia hypoxia, oxidative stress, non-
enzymatic glycosylation, and impairment in neurotrophic support for peripheral nerves and
neurons. (Sima and Sugimoto, 1999, Simmons and Feldman, 2002, Tomlinson, 1999, Yagihashi,
1995, Zochodne, 1999) However, the precise mechanisms through which such factors are involved
in the development of diabetic neuropathy are still unclear. Identifying early events in diabetic
neuropathy is important not only to evaluate the progression of this complication of diabetes but
also to detect potential markers to assess for efficacy of treatments. Electrophysiological
abnormalities increase with the course of diabetes in human patients and animal models and
biochemical tests are usually performed in animals at the end of the experimental design after
several weeks of diabetes or in patient biopsies when the neuropathy is well established. Here we
evaluated AR and PARP activation at week 1 of diabetes, when hyperglycemia was just above 300
mg/dl. These two enzyme activities were significantly increased in both NOD and ICR models of
type 1 diabetes already after 7 days of hyperglycemia, suggesting that these are very early events
of diabetic neuropathy. This seems to be also true for type 2 diabetes since pre-diabetic obese

mice showed augmented sorbitol pathway activity in the peripheral nerve and poly(ADP-ribose)



accumulation and 12/15-lipoxygenase overexpression in peripheral nerve and DRG neurons
(Obrosova, et al., 2007). In our models of type 1 diabetes we did not see biochemical changes in
DRGs at 1 or 8 weeks of diabetes, which are affected at longer time points (Kennedy and
Zochodne, 2005). This observation also suggests that pharmacologic intervention to treat diabetic
neuropathy should be started at pre-clinical phases, before the electrophysiological or sensory
abnormalities appear.

Neurophysiological tests are basic for the diagnosis and evaluation of peripheral
neuropathies. Abnormalities in nerve conduction tests can be found in a majority of diabetic
patients, even in the absence of symptoms or signs on the physical examination. (Daube, 1999,
Dyck, et al., 1993) Along years of follow-up, most type 1 diabetic patients show time-dependent
worsening of neurophysiological results, indicated by a decrease in NCV, in amplitude of CMAPs
and CNAPs, as well as electromyographic signs of denervation (Dyck, et al., 1993, Kennedy, et al.,
1995, Reljanovic, et al., 1999).

There is a general agreement that diabetic neuropathy in animal models is also
characterized by disruption in peripheral nerve function, usually detected by decreased NCV in
diabetic rats and mice, although the magnitude varies depending upon the strain of animals, time
of diabetes, diet and methodology used. In STZ-induced diabetic rats, sensory NCV is reduced
early, followed by reduction of motor NCV (Andriambeloson, et al., 2006, Biessels, et al., 1999,
Kalichman, et al., 1998, Moore, et al., 1980), although it has been pointed out that they do not later
exhibit the decrease in amplitude of muscle or nerve action potentials that are usually observed in
humans.(Kennedy and Zochodne, 2005) Previous reports of neuropathy in mice made diabetic
using the low dose STZ repeated injection protocol used in the present study, indicated a 20-25%
decrease in sensory NCV in 129S7/B6 (Kellogg, et al., 2007) or 129/SvxC57BL6 (Obrosova, et al.,
2005) mice by 6-7 weeks of diabetes, but no abnormalities in C57BL6 and only mild slowing in
B6Ins2Akita mice at 24 weeks of diabetes (Sullivan, et al., 2007), two strains that appear to be
more resistant to secondary complications of diabetes. Kennedy and Zochodne (Kennedy and
Zochodne, 2000, Kennedy and Zochodne, 2005) followed Swiss Wistar mice after STZ-induced
diabetes and reported well established electrophysiological abnormalities by 3-6 weeks, that
evolved with time to significant slowing of motor and sensory NCV as well as reduced muscle and
nerve compound action potentials amplitude. Our results show a 20% reduction of motor and
sensory NCV in ICR and NOD mice with high levels of hyperglycemia by 2 months, and
interestingly a significant reduction of CMAPs in the NOD-dh group. Decreased NCVs and
compound action potentials have been correlated with decreased myelinated fiber density and
changes in fiber and myelin size in neuropathies, and more recently also with reduced epidermal
innervation measured on skin biopsies (Lauria, et al., 2005, Pittenger, et al., 2004).

In previous immunohistochemical studies no changes in the distribution and density of
immunoreactive cutaneous nerve fibers were found after short periods of STZ-induced diabetes in

rats, although by 12 weeks an increase in the density of fibers displaying immunoreactivity to PGP



and to other neuropeptides, such as CGRP and VIP, was found. (Karanth, et al., 1990) This early
increase in cutaneous innervation may correspond to that described at initial stages in some
diabetic humans, that precedes a later depletion as neuropathy progresses and dying-back axonal
degeneration occurs (Kennedy, et al., 1996, Levy, et al., 1989, Loseth, et al., 2008, Properzi, et al.,
1993) and might be related to the hyperalgesia found at early phases of diabetes. In mice, reduced
cutaneous innervation was documented in type 1 diabetic Swiss mice as early as 4 weeks
(Beiswenger, et al., 2008) evolving to severe denervation after 9 months of diabetes (Kennedy and
Zochodne, 2005). In C57BI6 mice rendered diabetic by STZ injection, a decrease of about 30-50%
was found after 6-7 weeks of diabetes (Christianson, et al., 2003). A marked reduction in the
density of PGP-ir nerves, with depletion of intraepidermal terminals, is most likely attributable to
distal axonal degeneration induced by diabetes. (Navarro, et al., 1997)

Most previous studies did not show significant morphological or morphometric abnormalities
in diabetic nerves of mature rats and mice following STZ administration, pointing out the difficulties
in trying to extrapolate from these experimental models to human diabetic neuropathy. (Jakobsen,
1976, Kennedy and Zochodne, 2000, Malone, et al., 1996, Sharma and PK, 1987, Sharma and
Thomas, 1974, Weis, et al., 1995, Wright and Nukada, 1994) Our results are in agreement with
those previous studies, since no significant changes were found in the intact tibial nerve of ICR
diabetic mice compared to their controls. Interestingly, however, NOD mice with high levels of
diabetes during 8 weeks displayed a significant reduction, by about 30%, in the number of
myelinated fibers, suggesting an increased susceptibility of this strain for diabetic axonal
degeneration. A progressive decrease of myelinated fibers was described in alloxan-treated
diabetic animals (Powell, et al., 1985), and a 50% loss of myelinated fibers was found in
spontaneously diabetic BB/W rats after one year of disease (Sima, 1985, Sima and Sugimoto,
1999). Myelin abnormalities and nerve fiber loss characterize the pathology of peripheral nerves in
human diabetic polyneuropathy. (Dyck and Giannini, 1999) A further feature of diabetic neuropathy
observed in nerve biopsies is blunted axonal regeneration, which probably is consequent to
impairments of immune response and of supply of neurotrophic factors.

Superimposed on the deficits of polyneuropathy is the failure of diabetic nerves to
regenerate as effectively as nondiabetics. By combining short-term diabetes with nerve injury, we
significantly stressed the deficits of diabetic neuropathy in both ICR and NOD mice at most studied
parameters. The amplitudes of CMAPs and CNAPs were significantly lower in diabetic mice
compared to the controls at 2-3 weeks post-injury, indicating a lower and delayed rate of axonal
regeneration and reinnervation of target tissues. This is also supported by morphological findings
of a tendency to reduced fiber diameter and myelin thickness in diabetic mice compared with their
controls. Impaired nerve regeneration has been previously observed in diabetic rats (Ekstrom and
Tomlinson, 1989) and mice. (Kennedy and Zochodne, 2000) Several factors seem to be related
with the reduced regenerative capacity in diabetic neuropathy, including abnormal neurotrophic

response to injury, delayed recruitment of infiltrating macrophages, impaired activation of



denervated Schwann cells, limited neurotrophic factor supply, slowed axonal transport, and
excessive glycation of extracellular matrix components (reviewed in (Eckersley, 2002, Kennedy
and Zochodne, 2005, Yasuda, et al., 2003)).

In conclusion, we show here that diabetes of mid duration induces more severe peripheral
neuropathy in NOD than in ICR mice, and the rate of regeneration is slower in NOD than in ICR
diabetic mice. Neurophysiological and morphological findings point out that NOD mice have an
increased susceptibility for developing neuropathy by STZ-induced diabetes; thus it may be useful
for investigating physiopathological mechanisms related to nerve damage and therapeutical
strategies. Importantly, aldose reductase and PARP activity were significantly increased already at
1 week of hyperglycemia and persisted till the end of the experiment for both mouse models,
suggesting that the molecular mechanisms leading to diabetic neuropathy are well established

already at the initial stages of diabetes or even at pre-diabetes.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Experimental desigh and metabolic parameters. A) Experimental design of the study.
Day 0 is considered as the administration day of the first dose of STZ. Age of the animals is
indicated for each intervention. B) Body weight curves for the 4 groups of animals analyzed. C)
Blood glucose levels of diabetic animals. ICR-d: diabetic ICR mice; NOD-dm: medium
hyperglycemic diabetic NOD mice; NOD-dh: high hyperglycemic diabetic NOD mice. ICR-c: non-

diabetic ICR mice; NOD-c: Non-diabetic NOD mice. Values are expressed as mean + SEM.

Fig. 2. Aldose Reductase protein and activity in sciatic nerves. A) Aldose reductase western
blot analysis was performed using equal amounts of proteins (50 mg) obtained from sciatic nerves
of ICR and NOD mice, non-diabetic (C), at week 1 (wk1) or at week 8 (wk8) after STZ
administration. B) Two blots containing different samples (n = 2 - 4 for each experimental group)
were quantified by densitometry. AR expression was normalyzed by actin in each line and then
compared to non-diabetic control mouse levels. C) Aldose reductase activity analyzed in samples
from A) expressed as nmol of NADP" per minute and per mg of protein. Values are expressed as

mean + SEM. Statistical analysis was performed by Students’ t test (** p < 0.01).

Fig. 3. Quantification of poly(ADP-ribosyl)ated proteins in sciatic nerves. A) Western blots
form sciatic nerve extracts from ICR and NOD mice, non-diabetic (C), at week 1 (wk1) or at week 8
(wk8) after STZ administration. B) Two blots containing different samples (n = 3 - 4 for each
experimental group) were quantified by densitometry. Poly(ADP-ribosyl)ated protein expression
was normalyzed by actin in each line and then compared to non-diabetic control mouse levels.
Values are expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed by Students’ t test (** p
<0.01; * p<0.05).

Fig. 4. Histogram representation of the withdrawal latency (in seconds) to hot stimulus applied to
the plantar skin in ICR and NOD control mice and diabetic mice at 7 weeks of hyperglicemia. Data
are expressed as mean + SEM. p<0.05 versus ? ICR-c, ® NOD-c; ANOVA with Bonferroni posthoc

tests.

Fig. 5. Sample electrophysiological recordings. A) CMAPs of the plantar muscle evoked by
stimulation at the ankle (1) and at the sciatic notch (2). Note the early M wave followed by a late H
wave. Squares: 2 ms, 2 mV. B) CMAPs of the plantar muscle after sciatic nerve crush from (1) a
control mouse at 17 days, and (2) at 24 days postcrush, and (3) from a diabetic mouse at 24 days.
C) CNAPs of the fourth digital nerves, evoked by stimulation at the ankle (1) and at the sciatic

notch (2), in a control mouse.



Fig. 6. Representative light microscopy images of transverse sections of the intact tibial nerve from
A) control ICR mouse, B) diabetic ICR mouse, C) NOD control mouse, D) diabetic NOD mouse.

Scale bar =9 ym.

Fig. 7. Histogram distribution (in percentage) of myelinated nerve fibers diameter in control and in
diabetic ICR and NOD mice in the intact left tibial nerve (A, B) and in the right tibial nerve 24 days

after sciatic nerve crush (C, D).

Fig. 8. Representative microphotographs of transverse sections of the regenerated tibial nerve
from A) control ICR mouse, B) diabetic ICR mouse, C) NOD control mouse, D) diabetic NOD

mouse. Scale bar =9 uym.

Fig. 9. Representative fluorescence micrographs of epidermal nerve fibers. (A) Control ICR
mouse, (B) Diabetic ICR mouse, and (C) Diabetic NOD mouse with marked reduction of IENF.
Note also the mild reduction of immunoreactivity in the nerve plexus around the dermal sweat
glands in C. D) Histogram representation of the density of intraepidermal nerve fibers (IENF/mm) in

the five groups of mice evaluated.
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Table 1. Results of electrophysiological tests performed in the intact hindlimb of control and diabetic ICR and NOD mice at 47 and 54 days after

induction of diabetes.

Target | ICR-c (n=10) ICR-d (n=15) NOD-c (n=13) NOD-dm (n=8) NOD-dh (n=12)
Parameter

day | 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Ant tibialis m.
CMAP (mV) 50.1+£2.6 54.7+23 51.8+0.9 53.8+1.0 524+24 552+24 55.1+34 54.8 +£3.8 452 +48 37.8£9.4%
Plantar m.
CMAP (mV) 83+1.2 8.8+0.9 73+0.5 72+04 6.7+£0.5 6.8+0.6 6.1+04 55+£05°% 59+0.7 3.0+ 0.6
MNCYV (m/s) 3905415 [422+19 [384+08 [343+£12° 402423 |43.0+13° |428+36 |415+23" [372+24 |332+22%
H wave (mV) 1.0£0.1 0.8+£0.1 1.1+£0.1 1.1+£0.1 0.8+£0.1 0.8+0.1 1.0£0.1 1.0£0.2 1.1£0.2 0.5+0.2
H latency (ms) 6.3+04 6.6+£0.3 6.8+0.1 7.8+0.2 5.8+0.1 6.0+£0.2 6.3+0.2 6.5+0.2 6.0+£04 7.0+£0.6
Digital nerve
CNAP (uV) 27.7+3.0 274+2.4 30.7+2.2 289+1.5 326+2.6 295+1.3 40.3+2.5 364+2.1 31.2+1.9 23.8+4.5
SNCVp (m/s) 386+0.7 | 44.0+1.1 373+1.0 |368+12% |433+1.6° |440+1.1% |[442+18 |43.1+1.1% |41.1+22 36.9+£22%
SNCVd (m/s) 36.3+1.0 36.9+0.9 34.1+0.6 30.1£09* |358+0.7 37.0+0.7° | 315+14 31.2+09°¢ |319+14 306 £1.5%

P<0.05 versus * ICR-c, ® ICR-d, ¢ NOD-c, ¢ NOD-dm. ANOVA with Bonferroni posthoc tests.
Data are expressed as mean = SEM. CMAP: compound muscle action potential; CNAP: compound nerve action potential; MNCV: motor nerve conduction velocity;
SNCV: sensory nerve conduction velocity; -p: proximal nerve segment; -d: distal nerve segment. All CMAP and CNAP amplitudes are given for nerve stimulation at

the sciatic notch.



Table 2. Results of electrophysiological tests performed in the injured hindlimb of control and diabetic ICR and NOD mice at 17 and 24 days after

crush injury (dpi) to the sciatic nerve (47 and 54 days after the induction of diabetes). Data are expressed as mean = SEM.

Target/ ICR-c (n=10) ICR-d (n=15) NOD-c (n=13) NOD-dm (n=8) NOD-dh (n=12)
Parameter

dpi 17 24 17 24 17 24 17 24 17 24
Ant tibialis m
CMAP (mV) 7.5+0.6 155+1.1 43+05" | 143+1.3 34+0.3% 149+1.3 32+06" |11.8+1.5 32+04°% 7.9+1.2%
Plantar muscle
CMAP (mV) 0.5+0.05 1.7+0.2 0.1+0.02* | 0.6+0.1° 02+0.03* [1.0+£0.1* |0.03£0.02* | 0.8 £0.2* | 0.02+0.01* | 0.4+0.1?
MNCYV (m/s) 7.9+0.8 17.0+ 1.1 7.8+ 1.1 9.8+0.6° 8.2+0.7 14.0+1.1 8.6+0.6 11.0£0.7* | 83+4.0 109+19?
Digital nerve
CNAP (uv) 0+£0 42+04 0+0 0.5+0.3° 0+0 3.0+£04° 0+0 09+0.6° 0+0 0.5+£0.5%
SNCVp (m/s) 16.1+1.3 12.1£2.5 165+1.5 11.1+£35 118+ 1.4
SNCVd (m/s) 7.0+0.5 40+03° 6.6+0.5° 4.0+07% 3.0+02%
Pinprick score 2.8+0.3 84+£03 27+0.4 56+04" 2.0+02 55+03° 1.8 £0.5 49+0.6" 1.7£0.3 50+£04°

P<0.05 versus * ICR-c, ® ICR-d, ¢ NOD-c, ¢ NOD-dm. ANOVA with Bonferroni posthoc tests.

Data are expressed as mean = SEM. All CMAP and CNAP amplitudes are given for nerve stimulation at the sciatic notch.




Table 3. Results of the morphometrical evaluation of myelinated fibers (MF) in intact
and regenerated tibial nerves in control and diabetic ICR and NOD mice at 54 days after
the induction of diabetes and 24 days after crush injury to the right sciatic nerve.

Group ,l\\l/llljzmber of ME diameter Axon diameter ¢ ratio Myelin thickness
(um) (um) (um)

Intact nerves
ICR-c (n=4) 1083559 1 560540055 | 3.096+0036 | 061040006 | 1.255+0.031
ICR-d (n=4) 999 + 49

5470+0.119 2.928 £0.174 0.577£0.010 1.271 £0.028
NOD-c (n=4) 1021 + 46

5.592 +0.056 2.978 £0.122 0.555 £0.020 1.257 £0.055
NOD-d mid (n=3) 963 + 55

5.617 +£0.497 3.020 = 0.307 0.603 +0.005 1.290 + 0.085
NOD-d high (n=4) 756 + 54

5.790 + 0.144 3.127 £0.067 0.586 £ 0.007 1.280 + 0.057
Crushed nerves
ICR-c (n=4) 720+ 78

4.094 £ 0.255 2.347+£0.111 0.610£0.016 0.873 £0.074
ICR-d (n=4) 646 + 46

3.345+0.168 1.975 £ 0.146 0.614+£0.016 0.685+0.018
NOD-c (n=4) 697 + 37

4.020 £ 0.046 2.204 + 0.055 0.563+£0.014 0.906 + 0.050
NOD-d mid (n=3) 687 + 28

3.425 +0.068 2.063 £0.039 0.608 £ 0.004 0.681 £0.015
NOD-d high (n=4) 503 + 75 3.335+0.042 1.979 £ 0.021 0.605 £ 0.004 0.679 £0.012

P<0.05 versus * ICR-c, , ® NOD-c. ANOVA with Bonferroni posthoc tests.Data are expressed as mean +

SEM.




A

Mice age (Wks) 8-10 12-14 16-18
Day _30 15 30 47 54
SIZ crush electrophysiological
studies
B —o—IiRd
39,0 T — 04
=—J=ICRc
37,0 —Ifl —S—NOD-C
B 350 o
£ 33,0
(]
E_ 31,0 :
E 29,0 1 ’
27,0
25,0 !
5 5 15 25 35 45 55
C o
600 _._L,
. 500 Bl
2
o 400
E
300
:
3 200
[=]
=
g 100
o
0
-5 5 15 25 35 45 55

Days post STZ administration

I
©
—



nmol NADP+/min/mg prot

Aldose reductaselactin expression

Aldose reductase activity

90 ” "
" .
70 -
60
N ICR

*1 ® NOD
40
3a
20
10
i

Control Wk Wike

C Wk Wk8
D —— -~ /N
T oy oy = a - AR

1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

]

Caontrol Wi Wka

NICR
ENOD



ICR-d c Wk1 Wk8

Y 4t ¢
PolyADP Rib Pol -
proteins Y

Aotn | P - ~

NOD-dh C Wk1 C Wk8
Teaaaaese

PolyADP Rib Pol t .

i Y e,
proteins — £ &>8

Actin A N — — e

45

3.5 1

PaolyADP-Rib Pol protein/
actin expression

Control Wk Wka

Fig. 3



Fig.

withdrawal latency (sec)

154

—
=
L

on
[ ]

| |
ICR-¢ ICR-d NOD-c  NOD-dh



—

]




Fig. 6



Prciertige ol B

Fricertige o' BT

LIE

o LJ

] [
LAF Sz er

7

R L
CJICR-d L

Bl CRcR
CKRdAR

Pererrtag ol BIE

1im

§

ok
L'
1

.
(=}
b

-

iy

ol o

E] L
18F 1 amppr

= 4
'SEdameer

EENOD L
[INOD-dh L

ElNODC R
CIMGG-dh R



Fig. 8



2

_I

TS RSAREzRS

*H

—

{wiugg) seqyosd jeuuspjdaeiyL)

&

Fig. 9







<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


