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I. INTRODUCCION
1. Particularidades inmunitarias del Sistema Nervioso Central

Durante afios se considerd al Sistema Nervioso Central (SNC -constituido por el
encéfalo y la médula espinal-) como un conjunto de estructuras relativamente aisladas del
resto del organismo, y en particular de la vigilancia del sistema inmunitario. Esta concepcion
se fundamenta en los trabajos de Medawar en los afios 40, en los que se describe como alo-
injertos colocados en el cerebro de un animal receptor presentan una mayor supervivencia
(menor rechazo) que si son injertados en cualquier otra parte del organismo receptor. A partir
de esta observacion aparece el término de tejido “inmuno-privilegiado” para referirse a las
particularidades del SNC (Medawar, 1948).

Medawar, como posible explicacion, supuso que la ausencia de vasos linfaticos en el
SNC impedia el drenaje de los alo-antigenos, siendo de esta forma secuestrados en el
parénquima nervioso, evitando asi una cascada de activacion inmunitaria e inflamatoria
clasica. Estudios posteriores, como los llevados a cabo por Streilein y colaboradores (1995),
demostraron que mas que un simple “secuestro” antigénico este estado de privilegio inmune
es el resultado de multiples mecanismos anatémicos, fisioldgicos e inmunoreguladores
dirigidos a restringir el reconocimiento en el SNC de moléculas exdgenas, impedir la
activacidon inmunitaria y desviar una respuesta inflamatoria nociva.

Se postula que la regulacion diferencial de la inmunidad en el sistema nervioso central
seria consecuencia obligada de la escasa (o nula) capacidad proliferativa y regenerativa de las
neuronas, unidades funcionales y definitorias del sistema nervioso. Dado que la respuesta
inflamatoria, asociada a la activacion inmunitaria, implica la liberacion de toda una pléyade
de moléculas potencialmente nocivas para las células del tejido en que son secretadas, se
explica la existencia de mecanismos de control especificos en tejidos especialmente sensibles
(Niederkorn, 2006).

El mecanismo de aislamiento mas importante del parénquima nervioso, a parte de la
aparente ausencia de drenaje linfatico comentada anteriormente, es la existencia de la
denominada Barrera Hemato-Encefalica (BHE). La BHE la forman, de manera principal,
las uniones estrechas entre las células endoteliales que conforman los vasos que circulan por

el SNC, de esta forma estos capilares son impermeables a la mayoria de moléculas y
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sustancias circulantes, asi como a células, aislando el SNC de la circulacion periférica. Las
particularidades de los capilares del sistema nervioso central vienen determinadas por un tipo
de célula glial, los astrocitos, que mediante sus prolongaciones constituyen los denominados
pies astrocitarios tapizando los capilares (de Boer y Gaillard, 2006).

Otro mecanismo importante de control de la funcién inmunitaria en el SNC es la
reducida expresion de moléculas activadoras del sistema inmunitario tan importantes como el
subtipo I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC I), implicada en la presentacion
de antigenos viricos por parte de la célula infectada, provocando su lisis por parte de
linfocitos T citotoxicos (Joly et al., 1991). Por otra parte una serie de factores son producidos
constitutivamente en el SNC e impiden el correcto funcionamiento de las células inmunitarias
entre los mas importantes podemos citar moléculas como Fas-ligando (FasL), factor inductor
de la muerte celular por apoptosis en linfocitos T y neutrdfilos (Choi Benveniste, 2004),
factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3), péptido intestinal vasoactivo (VIP) o la

hormona estimulante de melanocitos alfa (a-MSH), con marcadas acciones antinflamatorias

(Boche et al., 2006, Delgado et al., 2003, Ichiyama et al., 1999, Rajora et al., 1997).

2. Control inmunitario en el Sistema Nervioso Central

Pese a las particularidades descritas anteriormente, no debe pensarse que el SNC es
una estructura que escapa de la vigilancia del sistema inmunitario. El tejido nervioso presenta
una proporcion reducida de leucocitos, tales como macréfagos y linfocitos, ya que, como se
comentd anteriormente, su entrada en el parénquima nervioso estd comprometida, y sin
embargo, en situaciones de lesion o de invasion patdgena en el sistema nervioso se activan
sefiales que dan lugar a una respuesta inflamatoria. Por tanto, puede deducirse que este
sistema posee una primera linea de defensa formada por células residentes, en concreto las
c¢lulas microgliales y los astrocitos, que serdn las encargadas de reconocer situaciones de
peligro para la integridad del tejido y facilitar la infiltracion de células inmunitarias

circulantes.
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2.1. Células residentes en el parénquima nervioso

Las células gliales representan el 90% de células presentes en el sistema nervioso.
Tanto la microglia como los astrocitos se enmarcan dentro de las denominadas células
neurogliales. Este término fue acufiado por el cientifico aleman Rudolf Virchow (1846) para
definir a todas aquellas células no neuronales del sistema nervioso a las que se les atribuy6 un
papel de soporte o de sostén, denominandolas nervenkitt (pegamento de los nervios),
derivando posteriormente a glia, del vocablo griego yAia (pegamento, cola).
Como se ha esbozado anteriormente y se explicitard mas adelante, las células neurogliales son
mucho mas que un mero soporte para las neuronas, mostrandose vitales en la homeostasis del
sistema nervioso central tanto en condiciones basales como después de lesion/dafio o

infeccion.

2.1.1. Microglia

Las células microgliales o microglia, representan el 10-20% de la poblacion de células
gliales. Fueron el pentltimo componente de la neuroglia identificado, en 1919, gracias a las
investigaciones del histologo Pio del Rio-Hortega (recogidas en su trabajo de 1932) mediante
el desarrollo de un método de impregnacion argéntica con carbonato de plata amoniacal.
Identifico estas células con “expansiones ramificadas liberales y con actividad migratoria y
fagocitica” como el auténtico componente del denominado “tercer elemento” del SNC de
Cajal (donde originalmente también se incluian los oligodendrocitos, que se identificarian con
la misma técnica algo después), y observo que el origen de la microglia diferia del resto de
células gliales al ser mesodérmico en lugar de ectodérmico, sugiriendo que la microglia se
formaria por migracion, desde la piamadre al sistema nervioso, de corpusculos embrionicos,
similares a linfocitos, postulando que quizas se trataba de una célula derivada de monocitos
circulantes.

Pese a que ha habido cierta controversia debida a la dificultad para seguir el desarrollo
embrionario de las células microgliales, actualmente la vision predominante estd de acuerdo
con la hipotesis de del Rio-Hortega, en cuanto a que son células relacionadas ontolégicamente
con el linaje de células mononucleares fagociticas, en tanto en cuanto ambos tipos celulares
(microglia y monocitos/macrofagos) comparten numerosos marcadores celulares (Kreutzberg,

1996, Stoll y Jander, 1999).



6 Introduccion

En condiciones basales, las células microgliales presentan una morfologia ramificada.
Se ha descrito que la interaccion de CD200, una glicoproteina expresada en la membrana de
neuronas funcionales, con su ligando CD200L, expresado en las células microgliales,
mantiene a la microglia en este estado (Hoek et al., 2000). Las células microgliales cubren
con sus prolongaciones un territorio de unos 30-50pum y raramente muestran solapamiento
entre ellas, pudiendo cubrir asi la totalidad del parénquima nervioso (Raivich et al., 1999),
son consideradas el sensor SNC y estan implicadas en su vigilancia (Kreutzberg, 1996).
Contribuye a este papel de vigilancia el elevado grado de extension y de retraccion de sus
prolongaciones (Cullheim y Thams, 2007). Las células microgliales por una parte expresan
toda una variedad de moléculas tales como receptores para fragmentos del sistema de
complemento (Stoll y Jander, 1999) o receptores para la region constante de las
inmunoglobulinas G (FcyR) (Peress et al., 1993), permitiendo de esta manera que puedan
unirse a las inmunoglobulinas presentes, aunque en muy baja concentracion, en el SNC
(Raivich et al., 1999). Por otra parte ya desde principios del siglo XX Ilamaron la atencion las
propiedades migratorias y fagociticas de la microglia, asi como su capacidad para pasar
rdpidamente de su forma ramificada a una morfologia ameboide, semejante a macréfagos
titulares, en respuesta a dafio o infeccion. Esta capacidad fagocitica asociada a su capacidad
de presentar antigenos en moléculas de histocompatibilidad de tipo II las convierte en las
células presentadoras de antigenos (APC) del SNC (Stoll y Jander, 1999), iniciando por tanto
la activacion de la respuesta inmunitaria adquirida, aunque con menor eficiencia que las APC

profesionales circulantes (Carson et al., 2006).

2.1.2. Astrocitos

Se trata del tipo celular mas abundante en el SNC. Si bien la microglia se sabe que es
el tipo celular especializado en la vigilancia del SNC el papel de los astrocitos en el SNC,
tanto en general como mas concretamente en respuesta a dafio, es aun controvertido.

La primera constancia de su existencia fue aportada en 1863 por Otto Dieters, discipulo de
Virchow, y los denomind originalmente Células de Dieters, aunque debido a la apariencia
estrellada por sus delgadas ramificaciones se acabaron denominando astrocitos. Clasicamente
se clasificaron dos subtipos segin su morfologia: fibrosos, con pocas prolongaciones y
alargadas, normalmente asociados a sustancia blanca, o protoplasmaticos, con multitud de

ramificaciones cortas, normalmente asociados a sustancia gris, nomenclatura conservada en el
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ambito de la histologia (Raivich ef al., 1999). Aunque estos subtipos son los mayoritarios,
existen otras células astrogliales tanto en el SNC en desarrollo (glia radial) como en areas
concretas (glia de Miiller en la retina, glia de Bergmann en el cerebelo y tanicitos en el suelo
ventricular) (Ramirez-Exposito y Martinez-Martos, 1998).

La vision sobre el papel de los astrocitos en la fisiologia del SNC ha variado
notablemente. Sus funciones son diversas y de vital importancia. Anteriormente se ha
comentado la intima relacion entre los capilares del SNC y las terminaciones (pies)
astrocitarios y, aunque no hay evidencias concretas sobre el papel de los astrocitos en la
formacion de la BHE (Haseloff et al., 2005), si que esté clara la influencia astrocitaria en el
mantenimiento de las propiedades de la misma, asi la expresion de TGF-J3 por los astrocitos
afecta a la produccion de proteinas anticoagulantes en las células endoteliales (Tran et al.,
1999) y la de factor neurotrofico derivado de la célula glial (GDNF) se ha sugerido que
induce la funcionalidad de la barrera (Igarashi et al, 1999). Por ultimo los astrocitos o
factores liberados por ellos también han sido propuestos como inductores de la expresion de
moléculas antioxidantes en las células endoteliales, haciéndolas menos susceptibles a ellas, y
por extension al parénquima nervioso, al dafio inducido por radicales libres (Schroeter ef al.,
2001).

De la misma manera ha sido ampliamente descrita la implicacion de los astrocitos en
la homeostasis del espacio extracelular en el SNC, actuarian controlando la concentracion de
iones y el pH del medio (Sofroniew, 2005), y en la recaptacion de neurotransmisores tales
como glutamato y dopamina (He y Sun, 2007). Estas funciones se ven favorecidas por la
elevada presencia de uniones comunicantes (gap junctions) en los astrocitos (Figiel et al.,
2007), permitiendo una redistribucion de estas moléculas a areas mas lejanas y disminuyendo
por tanto sus niveles locales.

Los astrocitos también participan en el establecimiento y maduracion de las sinapsis
(He y Sun, 2007) y cada vez existen mas trabajos que sugieren a los astrocitos como células
excitables quimicamente, implicadas asimismo en la comunicacién con células proximas,
sobre todo con neuronas, dando lugar a la creacion del término “gliotransmision” (Volterra y
Meldolesi, 2005).

Por ultimo los astrocitos también participan en la neurogénesis y migracion de
neuronas. Las células madre (stem cells) neurales presentan marcadores celulares de astrocitos
como la proteina glial fibrilar acidica (GFAP) y usan las vias migratorias formadas por un

subtipo especial de astrocitos, la glia radial (He y Sun, 2007).
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2.2. Células circulantes

Durante afios se pensé que la presencia de células inmunitarias no residentes en el
SNC era sintoma inequivoco de patologia, ya que se creia que la BHE impedia la
extravasacion de células a un tejido sano. Sin embargo, se ha podido demostrar que este
aserto si bien es cierto para el parénquima nervioso, no se corresponde totalmente con la
realidad. Ya se ha comentado anteriormente que los vasos que circulan por el SNC estan
tapizados por los pies astrocitarios. Ambos tipos celulares presentan unas membranas basales
que constituyen un espacio, denominado espacio perivascular (o espacio de Virchow-Robin
en humanos), por el que fluye liquido cefalorraquideo (LCR). En el interior de este espacio se
encuentran diferentes tipos celulares, como son los pericitos, de origen mesenquimatoso; las
células dendriticas, con reconocida actividad de APC asi como los macrofagos perivasculares,
fagocitos profesionales. Se ha descrito que estos tres tipos celulares son continuamente
renovados en el SNC (Carson et al., 2006) sugiriendo un trafico constante de estas células a

través de la BHE sin cambios detectables en su funcionalidad.

2.2.1. Sistema Monocito/Macroéfago

El sistema monocito-macréfago pertenece al grupo de los denominados fagocitos
mononucleares, elementos esenciales del sistema inmunitario (Figura 1), con capacidad para
envolver bacterias, restos celulares y otras particulas, digerirlas y presentar partes de su
estructura en moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC) tipo II, actuando por
tanto como APC. Los monocitos se presentan como células circulantes con nucleo con forma
de rifion y abundante citoplasma. No son muy abundantes en sangre, representando un 1-6%
de los leucocitos totales, observandose que circulan alrededor de un dia hasta establecerse en
un tejido. Una vez establecidos en un tejido pasan a denominarse macrofagos (Parslow et al.,
2001).

En el SNC los monocitos son capaces de atravesar la BHE y de establecerse en los
espacios perivasculares, siendo rara su presencia en el parénquima nervioso sano,
probablemente por la falta de factores quimiotacticos (Stoll y Jander, 1999). Cuando un
macrofago entra en contacto con mediadores inflamatorios, o cualquier otra sefal de
alteracion del sistema, incrementa su tasa metabdlica, su movilidad y su actividad fagocitica,

siendo este proceso denominado activacion macrofagica (Parslow et al., 2001). Para esta
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correcta activacion los macréfagos disponen de una gran cantidad de receptores para
quimioquinas, citoquinas y otros factores implicados en la respuesta inflamatoria aunque se
observa una heterogeneidad en la expresion segun el subtipo de macrofago (Gordon y Taylor,
2005) que es la que determinard su tejido diana preferencial asi como su mecanismo de

activacion (Gordon, 2003).

2.2.2. Linfocitos

Los linfocitos son células pequefias (5-12um), redondeadas, con un nucleo esférico
que ocupa casi la totalidad de la célula. Se conocen tres linajes de linfocitos, los linfocitos T,
los linfocitos B y las células NK (natural killer), células que poseen caracteristicas propias
que las alejan de los otros dos. Los linfocitos son los elementos clave de la denominada
respuesta inmune adquirida (Figura 1), siendo los linfocitos T el linaje mas abundante en
sangre, comprendiendo el 75% del total de linfocitos circulantes (Parslow et al., 2001).

Los linfocitos B maduran en la médula 6sea y son los encargados de la produccion de
inmunoglobulinas tras ser activados de manera especifica por un antigeno o por linfocitos T
colaboradores (helper), siendo los maximos exponentes de la respuesta humoral dentro de la
respuesta inmune adquirida. Los linfocitos T por el contrario son los maximos implicados en
la respuesta celular de la respuesta inmune adquirida. Este subtipo celular se produce en la
médula 6sea y madura en el timo, diferencidandose en dos posibles fenotipos, los
colaboradores (del inglés helper) que expresan el marcador CD4 en su superficie, y los
citotoxicos, expresando CD8 en su membrana. Los linfocitos T que no han sido activados
(virgenes) migran entonces a 6rganos linfoides secundarios (mayormente al bazo o a los
ganglios linfaticos) donde esperardn ser activados de manera especifica por una APC (Abbas
et al., 2000). En la figura 1 puede seguirse el patron de activacion de estas células y su
implicacion en la respuesta inmune.

Una vez activados, los linfocitos T proliferan y entran en la circulacion general, desde
donde patrullaran diferentes tejidos hasta dar de nuevo con el antigeno especifico que
reconocen € iniciar una respuesta inmune completa (Parslow et al., 2001).

En cuanto a su capacidad de entrada en el SNC, se ha demostrado la entrada de linfocitos T
activados en el SNC sin sintomas de neuropatologia (Flugel et al., 2001, Hickey et al., 1991,
Shrikant y Benveniste, 1996), por lo tanto pueden atravesar las células endoteliales sin afectar

a las uniones estrechas mediante el proceso denominado transmigracion celular, consistente
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en la formacién de una estructura transitoria con apariencia de poro que permite el paso del
linfocito (Wolburg et al., 2005). Otro mecanismo de entrada descrito esta relacionado con la
extravasacion (diapédesis) a través del endotelio fenestrado de los plexos coroideos, de

manera que a través del epitelio pasarian directamente al LCR (Ransohoff et al., 2003).

2.3. Consideraciones generales

Tal y como hemos descrito en los puntos anteriores, el SNC estd sometido a una
estrecha vigilancia del sistema inmunitario, tanto por células residentes como por células
inmunitarias circulantes. La infiltracion de estas ultimas en el SNC, aunque limitada, no esta
impedida, observandose un trafico constante entre la circulacion general y los espacios
perivasculares. Sin embargo el parénquima nervioso estd virtualmente libre de macréfagos y
linfocitos circulantes, sugiriendo que son las condiciones locales del tejido y no la BHE per
se, las que limitan su infiltracion.

El parénquima nervioso, por otra parte, estd estrechamente controlado por las células
residentes del SNC, especialmente la microglia, que mediante sus ramificaciones puede
vigilar la practica totalidad del tejido nervioso. La activacioén de las células microgliales esta
inhibida también por las sefiales quimicas presentes en un microambiente de SNC sano.

Queda claro, sin embargo, que en situaciones de infeccion o dafo, donde se de una
destruccion celular y tisular, se perdera la inhibicion de las células encargadas de la primera
linea de defensa del SNC, la microglia (y en menor medida los astrocitos), y por lo tanto seran
estas células las que iniciaran la cascada de sefales que favorecerd la infiltracion masiva de
células circulantes, principalmente macréfagos y linfocitos, dando lugar al establecimiento de

la respuesta inflamatoria.
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Figura 1: Secuencia de sucesos en una respuesta inmune prototipica.

Cuando un inmundgeno consigue cruzar las barreras epiteliales se inicia la respuesta inmune innata, en primer lugar con
la activacion de fagocitos (neutrofilos, macrofagos y células dendriticas) asi como células natural killer (NK) que
induciran la apoptosis de las células infectadas. Por otro lado, las células con capacidad APC procesaran el antigeno y lo
presentaran en moléculas MHC-II a linfocitos T helper, que iniciaran la respuesta inmune adquirida, mas tardia. Los LT
helper activaran a macrofagos, a linfocitos B (LB)-que hayan reconocido el antigeno previamente- estimulando su
diferenciacion en células plasmaticas productoras de anticuerpos, y a LT citotoxicos, que induciran la muerte de células
infectadas aue muestren antigenos viricos en moléculas MHC-I. Adantado de Parslow et al.. 2001 v de Abbas et al..
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3. Respuesta inflamatoria en el SNC

Hemos descrito hasta ahora, tanto en la figura 1 como en el texto, cobmo la respuesta
inflamatoria est4 intimamente ligada a la respuesta inmune, en tanto en cuanto las células del
sistema inmunitario son las principales productoras de factores pro-inflamatorios.

Puede considerarse el proceso inflamatorio como una respuesta esencial de la defensa
del huésped frente a agresiones tales como trauma, isquemia o infeccidon, que acompana la
infiltracion de las células inmunitarias (Parslow et al., 2001). Esta respuesta tiene un
componente local muy importante activando una serie de mecanismos que intentaran limitar
el dafio y eliminar los posibles patogenos (Correale y Villa, 2004, Schmidt et al., 2005) y
también suele generar una respuesta sistémica denominada respuesta de fase aguda que
redunda en la limitacion del daio (Gibson et al., 2004), observandose activacion de los ejes
simpatico-medulo-adrenal e hipotalamo-pituitario-adrenal y cambios conductuales como
somnolencia, anorexia y, en caso de infeccion, fiebre. Otros signos y sintomas clasicos de la
inflamacion incluyen edema, rojez, sensacion de quemazon en la zona afectada y en ocasiones
dolor, relacionados con la liberacion de mediadores inflamatorios tales como factores del
complemento, proteinas de fase aguda y citoquinas, que seran producidos mayoritariamente
por las células del sistema inmune que habran sido reclutadas en respuesta al dafno. La entrada
de leucocitos en el SNC, sin embargo, es mas lenta que en otros tejidos (Lucas et al., 2006),
debido a la existencia de las barreras fisicas y quimicas anteriormente descritas, y se
compensa por la activacion de la primera linea de defensa del SNC, microglia y astrocitos
(Raivich et al., 1999). Pese a esta diferencia en su dinamica de activacion, la respuesta
inflamatoria comparte multiples coincidencias con la que se observa en el resto de tejidos del
organismo. Los elementos clave de la respuesta inflamatoria en el parénquima nervioso

serian los siguientes (Lucas ef al., 2006):

e Activacion glial
a. Expresion de moléculas MHC
b. Activacion del sistema de complemento
c. Expresion de moléculas de adhesion

¢ Sintesis de mediadores inflamatorios

a. Citoquinas, radicales libres y prostaglandinas



Introduccion 13

e Invasion de células del sistema inmunitario
a. Inflamacion general
b. Sintesis de proteina de fase aguda

c. Edema

Figura 2: Cascada inflamatoria en el sistema nervioso central.

Cualquier dafio ocasionado al sistema nervioso central (1) desencadena la respuesta tanto de microglia como de
astrocitos, que liberaran citoquinas proinflamatorias tales como TNF-o, IL-1 o IL-6 (2). Estos factores inducen la
expresion de moléculas de adhesion como CAM tanto en células endoteliales y neuronas como en los propios astrocitos
y microglia asociados a los espacios perivasculares (3). Las moléculas de adhesion promoveran la infiltracion de
macréfagos y linfocitos circulantes mediante la unién con VLA-4 o LFA-1 (4). Estas uniones dirigiran a los leucocitos a
través del parénquima nervioso (5) y seran estos mediante la secrecion de citoquinas los que exacerbaran la respuesta de
los astrocitos y microglia, induciendo su migracion, proliferacion y activacion, asi como promoviendo que liberen atn
mas citoquinas con capacidad para estimular la actividad tanto de las células gliales como de macrofagos y linfocitos,
promoviendo la liberaciéon de mediadores inflamatorios tales como proteasas, aminas vasoactivas, prostaglandinas,
oxido nitrico y radicales libres (6). Todos estos mediadores son capaces de amplificar la inflamacion asi como de
contribuir directamente al dafio en el parénquima nervioso por diferentes mecanismos (7). Adaptado de Muiioz-
Fernandez y Fresno, 1998.

Los elementos clave de la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central
responden a un patrén claramente definido tal y como puede observarse en la figura 2. Esta
cascada sigue la misma dindmica independientemente del tipo de dafo causado al SNC, ya

sea infeccion, isquemia o trauma (Lucas et al., 2006, Munoz-Fernandez y Fresno, 1998,
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Schmidt et al, 2005). Tanto astrocitos como microglia detectaran el dafio primario
ocasionado al parénquima nervioso, activandose y dando lugar a la respuesta conocida como
reactividad glial. Las células gliales reactivas liberaran una serie de factores implicados en la
respuesta inflamatoria, siendo los mas importantes un grupo de citoquinas con marcado
caracter pro-inflamatorio como son el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y las
interleuquinas (IL)-1 e IL-6 (Munoz-Fernandez y Fresno, 1998, Tonelli y Postolache, 2005,
Truettner et al., 2005). La expresion de estas citoquinas en el sistema nervioso sano es muy
baja y sus funciones fisioldgicas son relativamente pocas en comparacion con su papel y su
nivel de expresion frente a patologia, demostrando la existencia de un importante sistema de
regulacion de su produccion (Lucas et al., 2006). Al ser liberadas, promoveran la expresion
de toda una variedad de factores tales como moléculas de adhesion, anafilotoxinas del sistema
del complemento o quimioquinas (Schmidt ef al., 2005) tanto por los mismos astrocitos y
microglia como por otros tipos celulares como neuronas o células endoteliales (Munoz-
Fernandez y Fresno, 1998).

La cascada inflamatoria facilita la entrada de macrofagos y linfocitos a las zonas
afectadas, promoviendo su adhesion y su activacion, que vendrd a su vez asociada a la
liberacion de diferentes factores pro-inflamatorios como la caspasa-1 (o enzima convertidor
de interleuquina-1f3), que promovera el procesamiento del precursor de IL-1 promoviendo su
activacion (Lindberg ef al., 2004), las metaloproteasas de matriz (MMP), que degradarédn la
matriz extracelular facilitando la penetracion de las células inmunitarias (Romanic et al.,
1998, von Gertten et al., 2003), se liberaran también prostaglandinas y aminas vasoactivas
implicadas en la vasodilatacion asociada a procesos inflamatorios y que dara lugar a edema
(Lucas et al., 2006). Tanto la vasodilatacion como el edema facilitan nuevamente la
infiltracion de macrofagos y linfocitos. Se ha observado que en la vasodilatacion cerebral las
células endoteliales se retraen creando espacios entre ellas que son aprovechados por los
leucocitos para infiltrarse (Zeng et al., 2000). Por Gltimo, otros factores liberados: el 6xido
nitrico y los radicales libres (Hendriks et al., 2005, Munoz-Fernandez y Fresno, 1998),
producidos por diferentes células activadas, daran lugar a muerte neuronal por diferentes
mecanismos, (v.g. dafio en el ADN, rotura de la membrana neuronal, desmielinizaciéon o
apoptosis por cualquier otra causa) sobre todo en los alrededores de la zona dafiada
primariamente, conocida como zona de penumbra, aunque puede darse también en zonas
distantes pero que estén conectadas con la zona lesionada (Block et al., 2005). El proceso de
muerte celular causado por la respuesta inflamatoria desencadenada por el insulto primario se

conoce como muerte celular secundaria. Ademés, a este dafio secundario contribuye de
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manera importante el glutamato liberado a partir de células muertas por necrosis, que
provocara, mediante el incremento en los niveles de calcio intracelular la muerte por
excitotoxicidad de células no dafiadas primariamente (Lo et al., 2005). En este sentido, el
bloqueo de la respuesta inflamatoria es neuroprotector e incrementa la neurogénesis tanto in
vitro (Chechneva et al., 2006) como in vivo (Monje et al., 2003).

Si bien la inflamacion, tal y como se ha acaba de describir, puede considerarse como
un mecanismo con un marcado componente nocivo, no deja de tener como funcion principal
el limitar y controlar posibles dafios asi como eliminar en algunos casos las causas del mismo
(Correale y Villa, 2004). En este sentido, durante la respuesta inflamatoria también se
producen factores troficos y de supervivencia neuronal (Morrison et al., 2000). Este fino
equilibrio entre los aspectos nocivos y los protectores es el que determinaré el destino de la
zona dafiada (Wang y Shuaib, 2002).

Como se describira a continuacion, tanto las células gliales reactivas como las células
inmunitarias que se infiltren jugaran un papel esencial en el equilibrio en funcién de los

estimulos locales que reciban en la zona afectada.

3.1. Reactividad Glial

3.1.1. Microglia Reactiva

La capacidad de la microglia para retraer progresivamente sus ramificaciones hasta
llegar a una morfologia ameboide y, como puede observarse en la figura 3A, semejante a la de
los macrofagos titulares, ya era conocida desde principios del siglo pasado (Kreutzberg,
1996). Esta activacion microglial es rapida y posee unas etapas claramente definidas tanto
desde un punto de vista morfolégico como molecular (Figura 3B y Tabla 1).

Cuando la microglia detecta la existencia de una agresion del SNC, como por ejemplo
por accion de IL-1 (Gibson et al., 2004) o por la rotura de la BHE (Stoll y Jander, 1999), se
observa una primera fase de activacion denominada estado de alerta (estadio 1). Esta
respuesta se da en las primeras 24 horas después de la agresion, el cambio mas evidente es la
retraccion de las ramificaciones acompafnada por una hipertrofia del soma, dando lugar a una

apariencia mas robusta de la célula (Raivich ef al., 1999).
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Figura 3: Activacion de las células microgliales

A) Dibujo de A.M. Jakob (1927) donde se describen los cambios morfoldégicos que sufren las células microgliales. Se
observa una progresion desde un estado ramificado (reposo), pasando por un retraccion e hipertrofia de la
prolongaciones hasta llegar a una morfologia ameboide con capacidad fagocitica. Extraido de Kreutzberg, 1996. B)
Vision actual de las fases de activacion de las células microgliales. La microglia ramificada, en reposo (estadio 0:
normal) respondera a dafio en el neuropilo con un rapido cambio en la forma, pasando a ser una célula mas robusta con
ramificaciones mas cortas (estadio 1: estado de alerta). Estas células se distribuiran alrededor de células dafadas
(estadio 2: homing), pero si no existe un dafio adicional volveran gradualmente al estado de reposo. Si existe muerte
celular, la microglia se transforma en una célula ameboide fagocitica (estadio 3a: fagocitosis). Estos focos fagociticos
pueden activar a células microgliales cercanas no-fagociticas (estadio 3b: activacion de microglia espectadora —
bystander-). Linfocitos T reactivos también pueden activar a células microgliales. Adaptado de Raivich et al., 1999.

Los cambios morfologicos suceden aunque la sintesis proteica esté inhibida (Kurpius
et al., 2006), comprobandose que, sin embargo, existe un incremento asociado en la expresion
de moléculas con funcién inmune tales como immunogloblulinas (Ig) G, trombospondina,
proteina de matriz extracelular que podria estar implicada en la migracion de la microglia y su
unidon a neuronas dafiadas (Moller et al., 1996) o el receptor para el producto 3ib del
complemento, también conocido como la integrina-aMpB2 (Kloss et al., 1999). ICAMI,
molécula implicada en la adhesion celular de diferentes tipos de leucocitos (Abbas et al.,
2000), y de la proteina precursora amieloide (APP) en microglia en estadio 1. Esta molécula
puede contribuir a procesos degenerativos como la enfermedad de Alzheimer u otras

demencias (Banati et al., 1993). En este sentido, se ha observado que la proteina amieloide
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(AB), producto del procesamiento anomalo de APP, inhibe la formacion y el mantenimiento
de las uniones comunicantes entre astrocitos, impidiendo por tanto la comunicacidon entre
estos y suprimiendo de manera notable su papel neuroprotector (Meme et al., 2006). En esta
fase inicial puede empezar a observarse la expresion de MHC-II, que se mantendra durante
todas las fases de activacion, y que las convertird en células APC (Raivich ef al., 1999),
aunque mucho menos eficientes que otras APC profesionales como las células dendriticas
(Becher et al., 2006, Carson et al., 2006).

La segunda etapa de activacion microglial se caracteriza por el proceso de extension
(homing) y adhesion a estructuras lesionadas (Figura 3B), por lo que es 16gico que se observe
un incremento en la expresion de integrinas, centrandonos en el raton, se trata de las
integrinas o135 y a6B1 (Tabla 1). También se observa una reduccion ain mas marcada de las
ramificaciones (Kurpius et al., 2006), lo que implica cambios en la expresion de moléculas
implicadas en el citosqueleto como la vimentina (Graeber et al., 1988) o la actina
(Christensen et al., 2006). Todos estos cambios facilitaran la union a las células dafiadas. Los
mecanismos por los cuales la microglia activa se dirige hacia estas zonas distan de estar
elucidados pero la existencia de un gradiente de quimioquinas es la explicaciéon mas plausible
al presentar la microglia receptores para multiples quimioquinas (Farber y Kettenmann, 2005)
y, en este sentido, se ha descrito que la expresion por parte de las neuronas danadas tanto de
fractalquina (Harrison et al., 1998) como de la quimioquina de tejido linfoide secundario
(SLC) (Biber et al., 2001) promueve la migracion microglial, otros factores como las purinas
han sido también propuestos como factores implicados en el proceso de homing (Kurpius et

al., 2007).

Tabla 1: Marcadores moleculares de la activacion microglial en raton. Adaptado de Raivich et al, 1999

Grado de Activacion Tipo de respuesta Marcadores especificos

Estadio 0 Cerebro normal FeyR (d), 1gG (d), aMB2 (d)

Estadio 1 Estado de alerta IgG (m), aMP2 (f), ICAM1 (f)

Estadio 2 Homing a5B1 (), a6p1 (f), MCSFR (s), MHC-I (d), B7.2 (d), IgG (m)

Estadio 3a Fagocitosis MHC-I (f), B7.2 (f), aXp2 (f), aMB2 (), aSB1 (f), a6p1(f),
ICAM1 (f) ,IgG (), EDI (f)

Estadio 3b Activacion bystander MHC-I(m), B7.2(m), a4f1(m), aMB2 (m), ICAM1(m), IgG(m)

Estadios 1-3 Respuesta mediada MHC-II (1), iNOS (f)

por el sistema inmunitario

Abreviaciones d: débil m: moderado f: fuerte
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La fase de activacion microglial cumple una funciéon esencial en procesos de
axotomia, en los que se observa como la microglia se dispone en intimo contacto con las
neuronas danadas y participa en la separacion de los elementos pre-sinapticos de los post-
sinapticos existentes tanto en el soma como en las dendritas de las células afectadas. Este
mecanismo es conocido como synaptic stripping (Cullheim y Thams, 2007). El proceso se
produce de manera predominante en las sinapsis glutamatérgicas respecto a las GABAérgicas,
sugiriendo que se trata de un mecanismo que promueve minimizar la excitacion de las
neuronas dafiadas (Linda et al., 2000).

Se ha descrito que la proliferacion de la microglia asociada al proceso de stripping es
maxima entre los 2 y 4 dias después de la axotomia (Cullheim y Thams, 2007), habiéndose
observado la liberacion de mitdgenos como el factor estimulante de colonias de macrofagos
(M-SCF) y el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) por
parte de la microglia (Nakajima et al., 2006). Estos factores actuarian de manera autocrina o
paracrina ya que la activacion microglial se acompaifia de un incremento de los receptores
para estos mitogenos (Raivich et al., 1999).

Por otra parte en esta etapa se incrementa la expresion de MHC-I en la microglia,
habiéndose asociado un papel activo de este factor en el proceso de stripping, sugiriéndose
que el reconocimiento de este factor entre microglia y neuronas es imprescindible para el
mantenimiento de las sinapsis (Cullheim y Thams, 2007). Sin embargo, no debe descartarse
un papel mas clasico de esta molécula en la presentacion de antigenos a linfocitos infiltrados,
puesto que también se observa un incremento en la expresion de moléculas inmunoaccesorias
como B7.2 (Bohatschek et al., 2004).

La activacion de la microglia no es un proceso irreversible, por lo que si no existe un
dafio adicional se observa una disminucién del nimero de células activadas, perdiendo
progresivamente marcadores de activacion (Tabla 1) hasta volver a un estado ramificado
(estadio 0). La presencia de muerte celular, sin embargo, induce el cambio de morfologia de
las microglia hacia un fenotipo ameboide con capacidad fagocitica (estadio 3a —Figura 3B-),
cuya funcion seria pues la de eliminar los restos celulares causados al hacer frente a
agresiones fisicas o a determinadas patologias (Langmann, 2007, Liu y Hong, 2003, Schwab
etal.,2001).

A nivel molecular, el estado de fagocitosis comporta un incremento de la expresion de
la mayoria de marcadores ya presentes en fases anteriores, incluyendo moléculas de adhesion
celular tales como las integrinas ol1fB5, aXB2 y a6B1, trombospondina o ICAMI1, que

participardn en el reconocimiento e internalizacion de los diferentes componentes de los
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restos celulares (Raivich et al., 1999). También se ve incrementada la expresion de moléculas
con funciones inmunitarias, tales como el receptor para Fcy, B7, MHC-1 y MHC-II, y aparece
también marcaje para ED1, presente en los fagolisosomas caracteristicos de este estadio de
activacion (Stoll y Jander, 1999). La participacion de todas estas moléculas sugiere el
importante papel de este estadio de la microglia en la presentacion de antigenos especificos a
linfocitos T, activandose de esta forma la respuesta inmune adquirida (Raivich y Banati, 2004,
Remington et al., 2007), otros trabajos sugieren que el papel de la microglia como célula APC
es mucho menor que el de las células dendriticas o0 monocitos circulantes que se infiltran en el
SNC (Becher et al., 2006, Miller et al., 2007), por lo que su funcién, de ser cierto, podria estar
mas implicada en el fortalecimiento de las uniones entre linfocitos y células APC. En este
sentido, la integrina aXp2 ha sido descrita como facilitadora de las uniones con linfocitos
cuando se expresa en células dendriticas (Raivich et al., 1998).

Por ultimo cabe destacar que el proceso de fagocitosis induce una activacion en la
microglia adyacente (estadio 3b: activacion de microglia bystander o espectadora —Figura
3B-), observandose un incremento en la expresion de MHC-I, B7.2, y de las integrinas a4f1
y aMp2. Las células microgliales no adoptan una morfologia ameboide ni presentan
actividad fagocitica, disponiéndose de manera concéntrica al nédulo fagocitico. Este hecho,
sumado a que a medida que aumenta la distancia respecto al centro disminuye su expresion,
sugiere un gradiente de citoquinas y quimioquinas solubles liberadas por la microglia
fagocitica (Kim y de Vellis, 2005, Raivich et al., 1999). Como puede observarse en la tabla 1,
en este estadio la expresion de marcadores de superficie se encuentra reducida en
comparacion con la microglia fagocitica. Este hecho unido a la ausencia de la integrina aXf32
sugiere que las uniones con linfocitos podrian estar disminuidas y por tanto no ser activados
de la misma manera que cuando entran en contacto con microglia fagocitica, de manera que
podria tratarse de un mecanismo de modulaciéon de la respuesta inmune adquirida. La
modulacion funcionaria de manera bidireccional, puesto que la produccion de IFN-y por parte
de linfocitos activados induce la produccion de la MHC-II y de la enzima sintasa de o6xido
nitrico inducible (iNOS) en multiples especies (Raivich et al., 1999), aunque no en microglia
humana (Kim y de Vellis, 2005). Esta enzima estd implicada en la produccion de 6xido
nitrico (NO), que reaccionara con radicales superoxido para formar peroxinitrito, compuesto
oxidante extremamente agresivo que inducird dafios en cada una de las macromoléculas
bioldgicas pudiendo llegar a causar la muerte celular, predominantemente en neuronas

(Brown y Bal-Price, 2003), sin embargo en determinadas patologias como la encefalitis
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autoinmune experimental se ha sefialado un papel protector de la iNOS microglial (Fenyk-
Melody et al., 1998, Sahrbacher ef al., 1998). Finalmente se ha descrito otro mecanismo de
control de la funcién inmunitaria de la microglia que vendria dado por el papel inhibidor de
las neurotrofinas NGF, BDNF y NT-3 en la expresion de MHC-II microglial (Neumann,
2001).

3.1.2. Astrogliosis

La respuesta al dafio por parte de los astrocitos mas demostrada y caracterizada es el
incremento en la expresion de filamentos intermedios, en especial de la proteina glial fibrilar
acida (GFAP por sus siglas en inglés), aunque también se observa expresion de otros
filamentos como la vimentina (Pekny y Nilsson, 2005). Este incremento estd mediado por la
expresion de citoquinas, habiendo sido descrito el papel esencial tanto de la IL-6 (Chiang et
al., 1994) como de la via TGF-a. / EGFR (Rabchevsky et al., 1998) en esta respuesta. Por el
contrario, la expresion de TGF-f inhibe la reactividad astroglial (Vergeli et al., 1995).

Los cambios en las proteinas del citoesqueleto provocaran una evidente hipertrofia en
los astrocitos, que puede ir acompanada de proliferacion o de migracién en casos de dafio
severo (Silver y Miller, 2004, Sofroniew, 2005). De la misma forma, los astrocitos reactivos
reducen sus funciones de soporte y comunicacion para adquirir nuevas funciones mas acordes
con la situacion de dafio que sufre el tejido (Correa-Cerro y Mandell, 2007). En este sentido
ya hemos comentado anteriormente el papel de la microglia reactiva en la reduccion de las
uniones comunicantes entre astrocitos (Meme et al., 2006), alterando, por tanto, la capacidad
tamponadora de los mismos. El hecho de que los astrocitos puedan adquirir funciones
esenciales tras el dafio se deben a que se trata de células mucho mas resistentes a lesiones o
situaciones hipoxicas que las neuronas o las células endoteliales, debido a que pueden
incrementar su capacidad glicolitica y asi generar suficiente ATP mediante glicolisis
anaerdbica, lo que asegurard la supervivencia celular, seguirdn por tanto participando en la
recaptacion de glutamato que es liberado al espacio extracelular en condiciones hipdxicas y/o
de dafio y que contribuye a la muerte celular excitotoxica (Haseloff er al., 2005). Sin
embargo, existe un delicado equilibrio en este mecanismo, se ha descrito una disminucion de
los transportadores de glutamato tras lesion, que puede revertirse mediante la accion de los
factores de crecimiento EGF, TGF-a, FGF o PDGF (Figiel et al., 2007). Ademas los

astrocitos reactivos sintetizan gran variedad de factores, tanto tréficos como potencialmente
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proinflamatorios y/o téxicos (Suzumura et al., 2006). Este ejemplo muestra claramente el
importante papel que los diferentes estimulos que reciben las células, es decir, el
microambiente que las rodea, juegan en la determinacion de los mecanismos de muerte o de
supervivencia celular subsecuentes.

La funcion, sin embargo, mas extensamente descrita de los astrocitos reactivos es la
formacion de la denominada cicatriz glial (Silver y Miller, 2004, Sofroniew, 2005). La
cicatriz glial tiene como funcion principal el aislamiento fisico de la zona lesionada y por
tanto su separacion del resto de tejido sano y la reparacion de la barrera hematoencefalica, con
lo que tiene un papel beneficioso en el bloqueo del dafio, observandose que la inhibicion de la
cicatriz glial induce un incremento de la infiltracion leucocitaria y de la degeneracion
neuronal (Bush et al., 1999). En ese mismo trabajo Bush y colaboradores (1999) describen,
sin embargo, que el bloqueo de la cicatriz glial favorece el crecimiento de neuritas, por lo que
puede deducirse que si bien se trata de un mecanismo que promueve la supervivencia
neuronal, impide la regeneracion axonal a través de la zona dafiada.

La cicatriz glial estd formada por astrocitos reactivos, que envolveran, como se ha
dicho, la zona dafiada y produciran moléculas de matriz extracelular como los proteoglicanos,
que jugaran un papel esencial en el aislamiento del tejido (Silver y Miller, 2004). Los
proteoglicanos tienen una gran capacidad inhibidora sobre el crecimiento de las neuritas, y
son ellos y no la barrera de astrocitos per se (que se formara mas adelante) los que impiden la
regeneracion neuronal (Busch y Silver, 2007). Asimismo, en el SNC se han descrito otras
moléculas inhibidoras del crecimiento axonal, como la mielina, que por acciéon de Nogo-A ,
una molécula asociada a ella, jugard un papel esencial en situaciones de muerte de
oligodendrocitos o destruccion de vias nerviosas como es el caso de enfermedades
desmielinizantes (Fontoura y Steinman, 2006).

La formacion de la cicatriz glial se inicia como respuesta a la rotura de la BHE, que
propicia la entrada de moléculas externas al SNC en el parénquima nervioso, siendo
directamente proporcional la activacion de la barrera, el nivel de rotura de la BHE y la
infiltracion leucocitaria (Preston ef al., 2001). Los macréfagos activados inducen la migracion
de los astrocitos desde el foco de la lesion a los alrededores de la misma, facilitando asi la
formacion de la cicatriz y la sintesis de proteoglicanos. Sin embargo, esta migracion
astrocitaria puede tener otras consecuencias perniciosas como son la axotomia secundaria y la
formacion de uniones glia-neurona aberrantes (Silver y Miller, 2004).

Existe una heterogeneidad en los componentes de la cicatriz glial, que viene

determinada por el grado de afectacion del tejido, en todos los casos, sin embargo, se observa
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infiltracion de macrofagos y liberacion de proteoglicanos (condroitin sulfatos —CSPGs- o

queratan sulfatos — KSPGs-) (figura 4). En lesiones en las que se produce una afectacion

)

Asirocito Astrocito Macrofago  Fibroblasto
reactivo
X e =

Axon distrdfico  Matriz extracelular Cavitacion
alterada

Figura 4: Representacion esquematica de tres lesiones estereotipicas del SNC

Los tres tipos de lesion se observa como fendmenos comunes la infiltracion de macrofagos y la induccion y liberacion de
proteoglicanos, fundamentalmente proteoglicanos del condroitin sulfato (CSPGs) y del heparan sulfato (KSPGs).

A) Microlesion. No se observa alteracion en la alineacion de los astrocitos debida a la lesion, pero los axones son
incapaces de regenerar a través de la zona lesionada. B) Lesion contusiva. No se observa rotura de la meninges, pero
produce cavitacion del tejido asi como deposicion de proteoglicanos. Los axones son incapaces de regenerar a través de la
lesion, aunque puede existir algin axén en zonas distales a la lesion. C) Lesién incisiva. Se observa penetracion en la
meninges y permite la infiltracion de fibroblastos. El gradiente existente de CSPGs y KSPGs provoca la repulsion de los
axones, aunque otros factores inhibidores y repulsares son producidas por accion de los fibroblastos en este tipo de lesion,
predominantemente en el centro (core) de la lesion. Adaptado de Silver y Miller, 2004.

minima de la BHE (figura 4A) se observa una produccion de CSPGs y KSPGs a lo largo del
area dafiada por parte de los astrocitos, aunque éstos siguen manteniendo su alineacioén
normal. Esta liberacion de proteoglicanos es suficiente para inhibir la regeneracion axonal
mas alla del punto de la lesion, el cual serd invadido por macrofagos.

En casos mds severos, como una contusion (Figura 4B), se observa rotura de la BHE
pero la integridad de las meninges se mantiene. En esta situacion, los macrofagos se infiltran

en la zona lesionada mientras que los astrocitos se disponen alrededor de la misma, dandose
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un proceso de reactividad e hipertrofia (Miyake et al., 1988). Este movimiento celular induce
la cavitacion en el epicentro de la lesion, y al mismo tiempo los astrocitos reactivos producen
un gradiente de CSPGs y KSPGs desde la zona alrededor de la lesion (penumbra) hasta el
centro de la lesion. Nuevamente los axones que encuentren este microambiente seran
incapaces de atravesarlo, si bien pueden encontrarse axones que hayan conseguido rodear el
fuerte componente inhibidor de la lesion.

Si el dafo es tan grave como para producir rotura de meninges (como seria en una
lesion por incision cortante — Figura 4C-) ademés de los procesos descritos anteriormente,
como son la infiltracion de macrofagos en la zona danada, la alineacién de astrocitos
alrededor de la zona lesiona, la liberacioén de proteoglicanos y cavitacion de la zona lesionada,
debe anadirse la entrada de fibroblastos, la cual inducird en los astrocitos reactivos la
expresion de TGF, ephrin-B2 y de proteinas de la familia Slit. TGF-2 actuara incrementando
la produccion de proteoglicanos en los astrocitos (Asher et al., 2000, Lagord et al., 2002).
Ephrin-B2 se unird a su receptor EPHB2, expresado en fibroblastos, y mediara en la
segregacion de ambos tipos celulares en la zona de la lesion, creandose capas separadas de
fibroblastos y astrocitos (Bundesen et al., 2003). Por ultimo, las proteinas Slit han sido
caracterizadas como reguladores del crecimiento axonal y de la migracion celular (Brose y
Tessier-Lavigne, 2000). Los fibroblastos asimismo influyen directamente en la inhibicion de
la regeneracion axonal al expresar moléculas repelentes del crecimiento axonal como la
semaforina 3A (SEMA3A) (Pasterkamp et al., 2001). SEMA3A se une a neuropilina 1, que se
induce en neuronas distroficas, inhibiendo de manera notable la penetracion de neuritas a
través de la barrera de fibroblastos en la zona lesionada (Silver y Miller, 2004).

No todos los tipos neuronales responden igual a la inhibicion axonal mediada por los
proteoglicanos y el resto de factores anteriormente comentados. Ademads, los astrocitos
reactivos también producen determinados factores como la laminina y la fibronectina que
pueden favorecer la migracion de determinados tipos de axones (Kawaja y Gage, 1991) o
factores troficos como NGF, NT-3 o GDNF, cuyo papel facilitador de la regeneracion axonal
ha sido demostrado (Blesch y Tuszynski, 2001, Ramer et al., 2000).

Puede observarse, por tanto, como la reactividad astroglial juega un doble papel
esencial, por un lado limitando el dafio e impidiendo su extension, ain con un elevado coste
que se traduce en la inhibicion/reduccion del potencial de regeneracion axonal y por otro en el
control de la supervivencia de las células no afectadas en primera instancia por la lesion

mediante la produccion de una compleja serie de factores protectores y/o perniciosos.
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3.2. Infiltracion de células inmunitarias

La infiltracion masiva de leucocitos en el SNC es uno de los signos mas evidente de la
respuesta inflamatoria. Tal y como se ha comentado anteriormente la entrada
mayoritariamente de neutrofilos, macrofagos y linfocitos ha sido extensamente descrita en
multitud de procesos lesivos o infecciosos del SNC. El grado de infiltracion, por otra parte,
responde directamente a la severidad del dafio (Raivich et al., 1999), propiciando la liberacion
de las citoquinas TNF-a, IL-1 e IL-6 por parte de microglia y astrocitos que promueven la
expresion de moléculas de adhesion y de quimioquinas en determinados tipos celulares,
incluyendo las células endoteliales, facilitando asi la entrada de células leucocitarias
(Konsman et al., 2007, Munoz-Fernandez y Fresno, 1998).

En la migracion leucocitaria las quimioquinas, que son una familia de citoquinas,
desempefian un papel esencial. Han sido descritas unas 50 quimioquinas, repartidas en 4
familias en funcién de la conservacion estructural de residuos de  cisteina especificos
(Charo y Ransohoff, 2006). Existe una cierta especificidad en el reclutamiento leucocitario de
cada una de las quimioquinas, debido en gran parte a la expresion diferencial de receptores en
cada tipo celular, ya que normalmente las quimioquinas pueden unirse a mas de un tipo de
receptor. En la tabla 2 se especifican las cuatro familias asi como las principales quimioquinas
para cada tipo de leucocito. Los receptores de las quimioquinas son proteinas ancladas en la
membrana plasmatica asociadas a proteinas G. Cuando existe interaccion entre el ligando y su
receptor especifico se pone en marcha la cascada de sefalizacion, siendo la accion mejor
descrita el incremento en la avidez y afinidad de las integrinas leucocitarias por sus
receptores endoteliales, y jugando por tanto un papel esencial en la migracion de leucocitos al
SNC y hacia las areas de inflamacion o dafio (Rebenko-Moll et al., 2006), asi como
modulando repuestas biolodgicas tales como la secrecion enzimatica, adhesion celular,
citotoxicidad, crecimiento tumoral, degranulacién y activacion de linfocitos T (Mennicken et
al., 1999). También se las ha implicado en la comunicacion entre neuronas y glia (Adler et
al., 2005).

La entrada de neutréfilos vendrd inducida, mayoritariamente, por la expresion de las
quimioquinas CXCLS8 (IL-8), CXCL1 (GRO-a/KC) y CXCL2 (MIP-2) (Charo y Ransohoff,
2006, McColl et al., 2007). Confirmando este papel, se ha descrito que la entrada y activacion
de neutrofilos estan inhibidas en animales knock-out para los receptores CXCR1 y CXCR2,

responsables de la sefalizacion de estos factores (Del Rio et al., 2001, Godaly et al., 2000)
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Los neutrofilos poseen una gran capacidad fagocitica, y juegan un papel esencial en la

degradacion de tejidos mediante la liberacion de diferentes factores como la metaloproteinasa

Tabla 2: Familias de quimioquinas y principales atractores de leucocitos. Adaptado de Rebenko-Moll et al, 2006.

Familia Receptores Ligandos
Quimioquinas CC CCRI1-CCR10 CCLI1-CCL28
Quimioquinas CXC CXCR1-CXCR6 CXCLI-CXCL16
Quimioquinas CX;C CX;5CR1 CX;CL1
Quimioquinas XC XCRI1 XCLI1-XCL2
Tipo Celular Receptores Ligandos
Monocitos CCR1, CCR5 CCL3, CCLA4, CCL5, CCL8
CCR2 CCL2, CCL12
Linfocitos T CCR7 CCL19, CCL21
CCRS5 CCLS
CXCR3 CXCL9, CXCL10, CXCL11
Linfocitos B CXCR4, CXCRS CXCL12,CXCL13
Células NK CX3CRI1 CX3CL1
Neutrofilos CXCR1 CXCL8, CXCL6
CXCR2 CXCL8, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5,
CXCL6

Nota: Cabe destacar que atn siendo ésta la nomenclatura convencional, todavia puede observarse en algunas
publicaciones los nombres clasicos de cada uno de estos factores. En el texto se usan ambos al describirse algun factor
importante. Asimismo, en el anexo 1 puede consultarse una lista con los diferentes sindnimos.

de matriz MMP-9 (Justicia et al., 2003), una de las endopeptidasas implicadas en la
degradacion de la BHE y de la matriz extracelular en procesos lesivos (Cunningham et al.,
2005). En patologias como la encefalitis autoinmune experimental (EAE), modelo animal de
la esclerosis multiple, se ha demostrado que los neutréfilos contribuyen en el proceso
patologico al inhibir la actividad de los linfocitos T supresores (Zehntner et al., 2005). Por
ultimo, la entrada y activacion de neutréfilos comportard una entrada asociada a ellos de
granulocitos, con lo que se liberardn mediadores tales como histamina y otras aminas
vasoactivas que promoveran la vasodilatacion y edema, facilitando la extravasacion de mas
leucocitos (Charo y Ransohoft, 2006).

Los neutrofilos a su vez son fuente de quimioquinas que propiciardn la migracion de
monocitos/macréfagos, siendo las mas importantes CCL2 (MCP-1) y CCL3 (MIP-1a) tanto
en procesos autoinmunes (Nygardas et al., 2000) como en lesiones traumadticas (Yamagami et
al., 1999), sugiriendo una entrada secuencial de los diferentes tipos leucocitarios, aunque

también contribuyen a esta migracioén otras quimioquinas tales como CCL4 (MIP-1p), CCL5
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(RANTES), CCL8 (MCP-2) y CCL12 (MCP-5), expresadas tanto por células residentes
como por leucocitos infiltrados, mostrando un papel esencial de los receptores CCR1, CCR2
y CCRS en la migracion de monocitos (Charo y Ransohoff, 2006, Rebenko-Moll ef al., 2006).

En este sentido, los ratones deficientes en CCL2 muestran una menor infiltracion de
macrofagos en un modelo de esclerosis multiple (Huang et al, 2001) y en procesos
isquémicos (Minami y Satoh, 2003), observandose los mismos efectos en ratones deficientes
para CCR2 (Babcock et al., 2003, Fife et al., 2000), se ha descrito que la expresion de CCR2
en las células endoteliales facilita la migracion transendotelial de macrofagos, pese a que
existen otros mecanismos independientes de CCR2, probablemente via CCRS5 (Dzenko et al.,
2005).

La entrada de macréfagos se considera un proceso beneficioso en las primeras fases de
diferentes modelos experimentales. Estaria implicada en la fagocitosis de residuos celulares,
permitiendo la remodelacion y regeneracion de la zona lesionada (Schwartz ef al., 1999),
probablemente mediante la liberacion de factores troficos tales como IGF-1 (O'Donnell et al.,
2002) o bFGF (Frautschy et al., 1991), y participaria en la recirculacion de lipidos necesarios
para la formacioén de nuevas membranas (Schwartz, 2003). Cabe destacar, sin embargo, que
tanto la tasa de migracion como la capacidad fagocitica de los macrofagos que se infiltran en
el SNC esta disminuida en comparacion con los que se infiltran en lesiones del sistema
nervioso periférico (SNP), lo que puede contribuir a explicar el porqué de la menor
regeneracion observada en el SNC (Schwartz et al., 1999, Stoll y Jander, 1999).

Pese al papel beneficioso de los macrofagos, por su misma naturaleza fagocitica y de
eliminacion de patégenos, producen al ser activados una gran variedad de factores
potencialmente neurotoxicos. Entre ellos se encuentran los constituyentes del denominado
estrés oxidativo: las especies reactivas del oxigeno (EROs) y el 6xido nitrico. Las EROs, que
incluyen los radicales hidroxilo, superéxido y peroxido de hidréogeno, son producidas en
niveles fisiologicos como producto de la cadena transportadora de electrones mitocondrial,
teniendo las células toda una bateria de factores antioxidantes para combatirlos. Durante la
respuesta inflamatoria, sin embargo, son liberadas elevadas cantidades de radicales libres por
parte de los macréfagos, pudiendo producir dafios en lipidos, acidos nucleicos y proteinas y
activando mecanismos apoptoticos en las células afectadas (Hendriks et al., 2005). Las EROs,
por otra parte, pueden conjugarse con el 6xido nitrico (NO), que en condiciones normales
acttia como neuromodulador y/o vasodilatador. En la inflamacién el NO ve incrementada su
produccion debido a la induccion de su sintasa (sintasa inducible de 6xido nitrico, o iNOS,

por sus siglas en inglés) en macrofagos y también en microglia (Lewen et al., 2000),
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pudiendo reaccionar con los radicales superdxido para formar peroxinitrito, compuesto
altamente reactivo, que provoca alteraciones en las macromoléculas celulares, induciendo la
muerte celular apoptotica, posiblemente al inhibir la funcién mitocondrial (Stewart et al.,
1998).

El glutamato, que es el neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC, es otro de
los factores implicados en el papel neurotoxico de los macréfagos, ya que pueden liberar
grandes cantidades de este factor (Hendriks ef al., 2005). Su exceso causa la muerte neuronal
por excitotoxicidad asociada a la entrada de iones calcio, activando diferentes mecanismos
intracelulares que culminaran en dafio neuronal causado por diferentes factores, entre ellos
proteasas como la calpaina, que impide la eliminacidn del calcio intercelular, pero también
otros como el acido araquidodnico, la fosfolipasa A,, el 6xido nitrico y las EROs (Bano y
Nicotera, 2007, Dugan et al., 1995). Si a ello le sumamos que tanto NO como las EROs
pueden inhibir la recaptacion de glutamato extracelular en astrocitos y oligodendrocitos,
tenemos su doble contribucion en el proceso de muerte neuronal (Werner et al., 2001).

El bloqueo de la migracion de macréfagos al SNC se ha mostrado, por lo explicado
anteriormente, suficiente para evitar los signos neuropatoldgicos en un modelo animal de
esclerosis multiple (Huitinga et al., 1990). Este claro efecto puede deberse a la capacidad de
los macrdofagos de atraer y facilitar la activacion de los linfocitos, y por ende de la respuesta
inmune adaptativa, que juega un papel vital en este modelo (Fife ef al., 2000). Las diferentes,
y opuestas, acciones de los macrdéfagos podrian explicarse por las diferentes sefales que
reciben y que inducen su activacion, habiéndose descrito a nivel periférico una notable
heterogeneidad en las poblaciones de los macréfagos, pudiendo ser bien pro-inflamatorios y
citotoxicos o, por el contrario, neuroprotectores (Gordon, 2003), aunque no se haya podido
establecer todavia la frecuencia e incidencia de cada una de estas poblaciones en patologias
del SNC.

Por ultimo, también desempefia un papel importante la entrada de linfocitos en el
SNC. La migracion de linfocitos, tal y como puede observarse en la tabla 2, viene dada por la
sefalizacion a través de los receptores CCRS5, CCR7 y CXC3R para linfocitos T y por
CXCR4 y CXCRS para linfocitos B (Rebenko-Moll et al., 2006). Los macrofagos pueden
promover la entrada de linfocitos mediante la expresion de CXCL13 (BCA-1), aunque se ha
descrito la expresion de muchos de estos factores en células residentes del parénquima
nervioso asi como en células endoteliales (Calderon et al., 2006, Krumbholz et al., 2006).

Los linfocitos, por formar parte de la respuesta inmune adquirida estan implicados por

tanto en las respuestas dirigidas por antigenos, ya sean patdgenos (infeccion) o propios
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(respuestas autoinmunes). Si bien la respuesta inmune adquirida ya ha sido explicada
anteriormente en respuesta a infecciones, no esté tan clara la participacion de cada uno de los
tipos linfocitarios en procesos autoinmunes. En uno de los modelos més extensamente
estudiados, la EAE, se ha observado un papel esencial de los linfocitos T en el desarrollo de la
patologia, siendo los linfocitos helper (CD4+) los principales inductores de la enfermedad,
concretamente el subtipo Th;, que, una vez activados por APCs profesionales, probablemente
células dendriticas o0 macrofagos, iniciarian la respuesta patoldgica mediante la sintesis de las
citoquinas IFN-y y IL-2, atrayendo tanto a linfocitos T citotoxicos (CD8+) que atacaran a las
c¢lulas mediante la liberacion de sus granulos (Gold et al., 2006), como a un subtipo de
linfocitos T recientemente descrito, los Th;7 (Komiyama et al., 2006), que mediante la sintesis
de IL-17 atraeran mas neutréfilos a la vez que potencian el proceso inflamatorio (Ruddy et al.,
2004). Este proceso marcadamente neuropatoldgico, como es de suponer, dispone de un
sistema de regulacion, mediante las acciones antinflamatorias del subtipo Ths, que libera IL-4
e IL-10, asi como de un subtipo de linfocitos T, los denominados reguladores, que bloquearan
directamente las acciones de los LT inflamatorios (Kasper ef al., 2007).

Cabe destacar, sin embargo, que la implicacion relativa de cada uno de los subtipos
varia segun la patologia. En pacientes con esclerosis multiple se postula una accion
predominante de los LT citotdxicos (Friese y Fugger, 2005) y de los linfocitos B, al haberse
encontrado anticuerpos contra proteinas de la mielina en plasma (Vojdani ef al., 2003) y LCR
(Olsson, 1994), contrariamente a lo observado en la EAE, donde los linfocitos B
desempefiarian un papel secundario o en todo caso regulador (Mizoguchi y Bhan, 2006), al
ser posible inducir la EAE en animales sin LB (Eugster ef al., 1998). Por otra parte, el subtipo
Th; parece ser el implicado en la patogénesis de algunos tipos de sindrome nefrotico (Maier et
al., 2007) asi como en la respuesta alérgica en las vias respiratorias (Kearley et al., 2007). La
extrema complejidad de estas respuestas queda demostrada al haberse observado que los LT
Th, son suficientes para provocar la EAE en animales que no disponen de LT Th; (Gold et
al., 2006).

En situaciones traumaticas o de isquemia se ha descrito la infiltracién de linfocitos,
tanto B como T (Penkowa et al., 2003a), contribuyendo a los procesos patogénicos. La rotura
de la BHE incrementa la accesibilidad de determinados antigenos protegidos del CNS,
contribuyendo a la respuesta inflamatoria de una manera similar a la descrita para la EAE,
sobre todo mediante la liberacion de los granulos de LT citotoxicos (Arumugam et al., 2005).

Se ha postulado, sin embargo, que el papel de estos linfocitos infiltrados en lesiones
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traumaticas es justamente el contrario, inhibir la aparicién de posibles respuestas autoinmunes

mediante la potenciacion del subtipo Th, de LT (Gee et al., 2007).

4. Citoquinas en el SNC

4.1. Propiedades de las citoquinas

En los capitulos anteriores hemos descrito el proceso inflamatorio desde el punto de
vista de las células implicadas, quedando de manifiesto por una parte la variedad de factores
liberados por los diferentes tipos celulares que inician y/o contribuyen significativamente en
la respuesta inflamatoria subsiguiente a dafio en el SNC y por otra parte como las citoquinas
son los factores implicados en la comunicacion entre el sistema inmunitario y el nervioso.

En el sentido estricto de la palabra, una citoquina es una molécula producida por una
célula y que tiene un efecto en otra, de manera general han sido consideradas como los
factores de crecimiento y hormonas del sistema inmunitario y del hematopoyético (Ozaki y
Leonard, 2002). En sentido practico bajo el término citoquina se engloba un heterogéneo
grupo de factores que, por motivos historicos, presenta una nomenclatura diversa y poco
esclarecedora, bien basada en el tipo celular en la que fueron inicialmente aisladas (v.g.
monoquinas, linfoquinas) o bien por la primera accion descrita para cada una de ellas (v.g.
oncoestatina, factor de necrosis tumoral, linfotoxinas),y que no siempre se corresponde con su
accion principal (Kushner, 1998). Una vez se observd que la misma citoquina podia ser
producida por diferentes leucocitos y que participaban normalmente en la comunicacion entre
leucocitos se optd por denominarlas interleuquinas y, aunque posteriormente se identifico la
expresion de citoquinas por células no leucocitarias, permitié una cierta homogeneidad en la
nomenclatura, siendo este término usado para las nuevas citoquinas (Abbas et al., 2000)

Pese a la complejidad y diversidad existente entre citoquinas, si que se han podido
establecer unas caracteristicas generales, que, ain existiendo excepciones, ayudan a definir
qué factores pueden considerarse citoquinas, diferencidndolos de otros tipos de mediadores
solubles como las hormonas.

Las citoquinas son proteinas generalmente secretadas, de bajo peso molecular y que
son producidas de novo en respuesta a un estimulo inmune y su secrecién es un

acontecimiento breve. Normalmente se encuentran a concentraciones muy bajas, aunque
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en determinados casos puedan incrementarse notablemente los niveles en respuesta a
agresiones. Su accion es en general autocrina o paracrina (Munoz-Fernandez y Fresno,
1998) aunque en casos en los cuales existe una concentracion elevada pueden actuar de
manera endocrina . De igual forma que otros factores peptidicos, las citoquinas inician sus
acciones mediante la unidon a receptores de membrana especificos, habitualmente con una
gran afinidad (Kq tipica en el rango de 10"'°M o 107°M), lo que explica que se necesiten
cantidades muy pequenas para producir un efecto bioldgico (Abbas et al., 2000). Es también
muy habitual que una misma citoquina presente diversas acciones (pleyotropismo) asi como
que se den acciones redundantes entre diferentes citoquinas, sobre todo in vitro. El
pleyotropismo puede explicarse por la existencia de receptores para una misma citoquina en
diferentes tipos celulares y/o por la existencia de diferentes cascadas de senalizacion
intracelular. La redundancia puede ser explicada, por lo menos en parte, por la existencia de
receptores o vias de sefializacion compartidos por diferentes citoquinas (Ozaki y Leonard,
2002). En este sentido es importante comentar que la activacién de las vifas sefalizacion de
las citoquinas viene determinada por el agrupamiento de receptores inducido por el ligando, lo
que inducird a su vez la agrupacion de las porciones citoplasmaticas de dos o méas moléculas
receptoras promoviendo el reclutamiento de los factores de sefializacion intracelular (Abbas et
al., 2000). Por ultimo, como consecuencia de toda esta variedad en la sefalizacion, es muy
habitual encontrar casos de antagonismo o sinergismo en las acciones de diferentes pares de

citoquinas (Munoz-Fernandez y Fresno, 1998).

4.2. Clasificacion de las citoquinas

La diversidad de las citoquinas, asi como su redundancia y pleyotropismo, no han
ayudado en exceso a su clasificacion, existiendo incluso discrepancias entre qué factores
pueden ser considerados citoquinas, un ejemplo lo tenemos en la clasificaciéon o no de los
factores de crecimiento como citoquinas, pese a mostrar algunos de ellos receptores
homologos a los de algunas citoquinas (Kushner, 1998). Es quizds por estos motivos que
existen diferentes clasificaciones para las citoquinas, desde las basadas en el origen celular a
otras que toman en consideracion las acciones bioldgicas de cada una de ellas (Abbas et al.,
2000). La dificultad para discernir la relaciéon estructural entre diferentes citoquinas
contribuy6 a que no apareciera una clasificacion mas coherente. No fue hasta la identificacion

y caracterizacion de los receptores de las citoquinas que se observaron semejanzas
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estructurales en los dominios extracelulares de union a citoquinas lo que permitio la
clasificacion mas aceptada actualmente (Boulay et al., 2003) y segun la cual, excluyendo los

factores de crecimiento, se caracterizan 5 grandes familias:

e Receptores de citoquinas de tipo I (hematopoyetinas)
e Receptores de citoquinas de tipo II (interferones y la familia de IL-10)
e Receptores del TNF
e Receptores de la superfamilia de las Inmunoglobulinas (Ig)
e Receptores de siete hélices alfa transmembrana (Quimioquinas)
En la figura 5A pueden observarse de manera esquematica las caracteristicas de las

diferentes familias de receptores.

4.2.1. Citoquinas de tipo I (Hematopoyetinas)

Las citoquinas de este numeroso grupo act@ian a través de receptores que contienen
una o mas copias de un dominio con cuatro cisteinas conservadas (C4) en el extremo N-
terminal y una secuencia proximal a la membrana de dos dobletes triptéfano-serina
(WSXWS), donde X es cualquier aminoacido. Esta region de 200 aminoacidos, que deriva
filogénicamente de dominios similares a fibronectina, se ha denominado dominio del receptor
de la hematopoyetina, dando nombre al grupo (Boulay et al., 2003). Las citoquinas que se
unen a estos receptores presentan un plegamiento de cuatro hélices alfa. La especificidad para
cada una de ellas viene determinada por los residuos de aminoacidos, diferentes de un
receptor a otro (Abbas et al., 2000), habiéndose descrito tres (o cuatro para determinados
autores) subgrupos o familias:
e Familia de receptores de la IL-6 (subunidad gpl130 comun/
neuropoyetinas)
e Familia de receptores de la IL-2 (cadena y comiin)

e Familia de receptores del GM-CSF (cadena 3 comun)
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A TNF Igs

Tipo | Tipo |

Quimioquinas

B gp130 comun

Cadena p comun

Cadena y comun

gp130 gp130 gp130

Figura 5: Estructura de los receptores de citoquinas

A) Familia de receptores de citoquinas: Los receptores para las diferentes citoquinas se agrupan en familias en funcion
de las estructuras de dominios celulares conservadas. Cys: Cisternas conservadas. WSXWS: triptéfano-serina-X-
triptéfano-serina. B) Composicién de subunidades de las familias de receptores de las citoquinas tipo I: Estan
formados por cadenas de union al ligando especificas de la citoquina unidas de manera no covalente a subunidades de
sefializacion que son compartidas por los receptores para diversad citoquinas. Cadena y comun (familia de la IL-2): IL-
2,IL-15, IL-4. Cadena B comin (familia del GM-CSF): GM-CSF, IL-5. Cadena gp130 comun (familia de la IL-6): IL-
6,IL-11. Adaptado de Abbas et al., 2000.
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Las caracteristicas esquematicas de la estructura de cada una de estas familias estan
representadas en la figura 5B, pudiéndose observar que estan formadas por una a varias
cadenas de uniodn al ligando unidas a subunidades de sefializacion compartidas por receptores
de diferentes citoquinas. En este sentido se han descrito cadenas de unién a ligando solubles
que pueden interaccionar con cadenas de sefializacion presentes en células que en principio no
presentaban receptores completos para esa citoquina, en un proceso denominado trans-
sefializacion (Rose-John et al., 2007). La sefializacion de estas cadenas se da a través de la
fosforilaciones de diferentes factores de transcripcion, los STAT (signal transducer and
activator of transcription) mediada por quinasas de la familia Janus (JAK-Janus Kinases-)
con actividad tirosina-quinasa (Abbas et al., 2000).

Los miembros mads significativos de la familia de la IL-6 serian, ademas de la IL-6, la
IL-11, el factor inhibidor de leucemia (LIF), la oncostatina M, cardiotrofina 1 y el factor
neurotrofico ciliar (CNTF). Otras citoquinas incluidas en este grupo seran la IL-12, IL-23 e
IL-27, aunque en algunas clasificaciones aparecen como una familia aparte (Goriely y
Goldman, 2007).

La familia de receptores de la IL-2 (cadena a. comun) estd implicada en la sefializacion
de citoquinas como la IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, mientras que las citoquinas que
usan receptores de la familia del GM-CSF (cadena 3 comun) incluyen, ademas del GM-CSF,
alalL-3ylalL-5.

Otros factores tales como la eritropoyetina, la prolactina o la leptina, pese a que no
pueden considerarse puramente citoquinas, si que se ha observado que sefializan por

receptores con una elevada homologia a los de las hematopoyetinas (Boulay et al., 2003)

4.2.2. Citoquinas de tipo II

Los receptores de las citoquinas de tipo II son muy similares a los de tipo I, ya que
también poseen dos dominios con citoquinas conservadas en sus porciones extracelulares,
aunque no presentan el motivo WSXWS descrito en los del tipo I.

Estos receptores forman heterodimeros entre una cadena de union al ligando y la
cadena de transduccion de senales, que de la misma manera que en los receptores del tipo I,

implica la via de sefializacion JAK/STAT (Abbas et al., 2000, Langer ef al., 2004).
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Dentro de este grupo se encuentran las siguientes familias:

e Receptores de la familia del Interferon tipo I

e Receptores de la familia del Interferon tipo 11

e Receptores de la familia de la IL-10

e Receptores de la familia de la IL-28 (del interferon 1)

Los receptores de la familia del interferdn tipo I incluyen a las citoquinas INF-a, IFN-
B, IFN-¢, IFN-k, IFN-w, IFN-1, mientras que la familia del interferon tipo II estd formada
unicamente por el IFN-y.

La familia de la IL-10 cuenta entre sus miembros, ademas de a ella, a la IL-19, 1L-20,
IL-22, IL-24 e IL-26, mientras que la familia de la IL-28 estd formada por IL-28A, 1L-28B,
IL-29 (también denominadas IFN-A 1-3) (Langer et al., 2004).

4.2.3. Familia del TNF

Los receptores de la familia del TNF presentan dominios extracelulares conservados
ricos en cisteina. La llegada del ligando induce la activacion de proteinas intracelulares que
estimulardn la expresion génica y/o vias apoptoticas (Abbas et al., 2000). Esta familia de
receptores no utiliza la via de JAK/STAT sino que las proteinas intracelulares son de la
familia TRAF (TNF receptor associated factor) y TRADD (TNF receptor associated death
domain) que convergen en la activacion de factores de transcripcion como NF-kB, AP-1 o en
la activacion de caspasas que dirigirdn la célula a la muerte por apoptosis.

Entre los miembros mas destacados de esta familia encontramos al TNF-a, LT-a

(TNF-B), LT-B, ligando de CD40 y ligando de FAS (Hehlgans y Mannel, 2002).

4.2.4. Superfamilia de las inmunoglobulinas

La particularidad de esta familia de receptores es la presencia de dominios
extracelulares de tipo inmunoglobulina (Figura 5A), y la existencia de diversos mecanismos
de sefializacion. Se pueden encontrar receptores con actividad tirosina quinasa intrinseca o en

los que se necesite la union de proteinas adaptadoras. Los miembros mas conocidos del
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primer caso serian tanto M-CSF como SCF, mientras que como ejemplo de citoquina que
requiera proteinas adaptadoras para iniciar la sefalizacion se encuentra la IL-1 (Abbas ef al.,

2000).

4.2.5. Quimioquinas

Las quimioquinas, tal y como se ha comentado anteriormente, son un grupo de
citoquinas implicadas primordialmente en la migracion/atraccion de células leucocitarias,
siendo este el motivo por el que clasicamente se han presentado con cierta independencia del
resto de citoquinas. Pese a que sus funciones como factores quimiotacticos han sido
extensamente probadas, la existencia de receptores en neuronas ha permitido que se postule
también una posible implicaciéon en la comunicacion entre neuronas y glia (Adler et al.,
2005).

Los receptores de las quimioquinas son diferentes a los del resto de citoquinas ya que
se trata de receptores clasicos de unidon a proteinas G, con siete dominios hélice alfa
transmembranales. Las respuestas de estos receptores son rapidas y estdn mediadas por la

sefializacion a través de Go-GTP y del dimero GB-Gy (Abbas et al., 2000).

5. Citoquinas y respuesta inflamatoria

El papel esencial de las citoquinas en la respuesta inflamatoria ya ha sido comentado
anteriormente, mostrando las diferentes y complejas acciones que desarrollan en el SNC. En
la figura 6 puede observarse la implicacion de diversas citoquinas (y quimioquinas) en
diferentes fases de la respuesta inmunitaria. El papel de las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-a. es
esencial, sobre todo en la respuesta inmune innata, que sera la que permitira el inicio de la
respuesta inmune adquirida (Borish y Steinke, 2003).

Estas tres citoquinas han sido extensamente estudiadas y clasificadas cldsicamente
como citoquinas pro-inflamatorias, sin embargo actualmente tan solo IL-1 es considerada
como una citoquina inflamatoria prototipica (Lucas et al., 2006), habiéndose descrito acciones
tanto pro-inflamatorias como anti-inflamatorias para IL-6 y para TNF-a (Munoz-Fernandez y

Fresno, 1998).
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Figura 6: Acciones de las citoquinas y quimioquinas. Las citoquinas derivadas predominantemente de células
fagociticas mononucleares desempeifian un papel vital en la inmunidad innata, iniciando la respuesta inmune e induciendo
los signos y sintomas asociados tanto a infeccién como a procesos inflamatorios. Notese el papel central de la IL-1, IL-6
y TNF-a (en rojo). Modificado de Borish y Steinke, 2003.
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Tanto IL-6 como TNF-a, al ser el objeto de estudio del presente trabajo, seran
extensamente tratadas en los apartados siguientes, por lo que en este apartado se comentaran
algunas de las acciones de la IL-1 en el SNC, en especial en relacién con la respuesta
inflamatoria.

El término IL-1, aunque seria mas correcto hablar de la familia de la IL-1, incluye a
tres proteinas estrechamente relacionadas pese a ser productos de genes diferentes, IL-1a y
IL-1B y IL-1ra. A pesar de compartir solamente un 25% de homologia a nivel de estructura
primaria, sus conformaciones tridimensionales son muy similares, uniéndose a los mismos
receptores. Los tres factores se sintetizan como polipéptidos precursores de unos 31.5 KDa,
aunque solamente IL-1b requiere protedlisis para ser activo. El enzima convertidor de
interleuquina 1B (ICE), también denominado caspasa-1, es el implicado en el procesamiento
de la pro-IL1p, generando un péptido activo de 17KDa (Rothwell y Luheshi, 2000). También
procesa la pro-forma de la IL-18, emparentada con la IL-1 (Rowe et al., 2002).

De estos tres factores de la familia de la IL-1, tanto IL-la. como IL-1p son
considerados agonistas, habiéndose sugerido a IL-1a como la forma primordialmente unida a
membrana mientras que IL-1 seria el factor secretado mas abundante (Zheng et al., 1995),
sin embargo recientemente se ha postulado que IL-lo no desempenaria una funcion
remarcable en la interaccion neuro-inmune (Gosselin y Rivest, 2007). Ambos factores ejercen
sus acciones a través de la unién con un receptor de la superfamilia de las Igs de 80KDa (IL-
1RI). La unién del ligando con el receptor induce la unidon de una proteina accesoria
(MyD88) implicada en la transduccion de la senal a través de NFxB (Li y Qin, 2005,
Rothwell, 2003). Se ha sugerido a este receptor como pieza fundamental en la correcta
activacion de la respuesta frente a dafio, al activar la microglia e inducir la sintesis de
mediadores pro-inflamatorios (Basu ef al., 2002). Pese a que la expresion de IL-1 en
condiciones normales es muy baja (Lucas et al., 2006) también se le han asignado funciones a
nivel fisioldégico como regulador de la actividad de las neuronas piramidales hipocampales
(Friedman, 2001).

Se ha descrito la existencia de un segundo receptor, IL-1RII, capaz de ligar IL-1p con
elevada afinidad pero al que le falta un dominio citoplasmatico con lo cual no inicia la
transduccion de sefiales (Rothwell y Luheshi, 2000), como la expresion de este receptor se ha
visto incrementada en microglia después de la administracion de LPS, se ha sugerido una
funcion reguladora de la accion de IL-1f3 por parte del receptor (Pinteaux ef al., 2002). Los

avances en biologia molecular han permitido identificar nuevos receptores de la familia de la
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IL-1, aunque todavia no se les conoce ligando o no estdn totalmente caracterizados. Se ha
observado que los receptores de esta familia presentan homologia con los toll-like receptors
(TLRs), piezas claves en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPS) asi como patrones asociados a dafio celular (DAMPS), activando por tanto la
respuesta inmune innata. Esta homologia confirmaria un papel esencial de la IL-1 en el inicio
de la respuesta inmune (Li y Qin, 2005).

Las acciones de la IL-1B a nivel basal son reducidas, habiéndose observado su
expresion solo en determinas poblaciones neuronales (Lemke et al 1999), sin embargo en
situaciones de dafio, lesion y/o infeccion, su expresion se ve incrementada tanto en células
gliales (Penkowa et al., 2000b) como en macrofagos (West et al., 1999), siendo considerado
un potente activador de la respuestas inflamatorias (Rothwell y Luheshi, 2000). La activacién
de IL-1B en microglia puede ser bloqueada por TGF-B1 (Basu et al, 2002b) mientras que en
otras células como los astrocitos puede regularse mediante IL-4 e IL-10 (Pousset et al., 1999).
En este sentido, la expresion de IL-1B contribuye de manera fundamental al establecimiento
de la denominada conducta de enfermedad (sickness behaviour), término que comprende
tanto la anorexia, como la letargia y fiebre observadas en alteraciones de la homeostasis del
organismo. Participa asimismo en la estimulacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal
(Zheng et al., 1995), en la sintesis de factores de crecimiento, la reduccion de la liberacion de
glutamato y el incremento de los efectos del GABA (Lucas et al., 2006). La IL-1p es capaz de
inducir la expresion de TNF-a y de IL-6 (Norris et al., 1994), y se ha visto que afecta a la
funcion neuronal (Friedman, 2001), habiéndose descrito una disminucién de la potenciacion a
largo plazo en neuronas hipocampales (Rothwell y Luheshi, 2000).

El incremento en la expresion de IL-1 se ha correlacionado con una mayor muerte
neuronal, asi como con una exacerbacion del dafio al SNC, sin embargo, se ha descrito que la
IL-1B no induce de manera directa la muerte neuronal si no que requiere de la presencia de
astrocitos in vitro, sugiriendo que son éstos los que producen los mediadores neurotoxicos en
respuesta a la IL-1B (Rothwell, 2003).

Por ultimo destacar que aunque el papel pro-inflamatorio de la IL-1 estd fuera de
toda duda, no est4 asociado necesariamente con dafio. Si bien se ha determinado la expresion
de IL-1PB en las placas seniles tanto en modelos animales de la enfermedad de Alzheimer
como en muestras humanas (Mehlhorn et al., 2000, Munch et al., 2003), la sobreexpresion de
esta citoquina en animales transgénicos para la proteina precursora amieloide (APP) humana

se ha mostrado como protectora, pudiendo ser una explicacion a los recientes resultados
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negativos de la terapia anti-inflamatoria para la enfermedad de Alzheimer (Shaftel et al.,
2007). En este sentido, se ha descrito que la administracion de IL-1p en cultivos puros
neuronales es neuroprotectora, probablemente por la induccion de la expresion del factor de
crecimiento neuronal (NGF) (Rothwell, 2003).

El tercer miembro de la familia de la IL-1, denominado antagonista del receptor (IL-
1ra) quizas sea el mecanismo mas importante de regulacion de la sefializacion de IL-1. Se
trata de un antagonista competitivo muy selectivo que es capaz de unirse a IL-1RI pero sin
conseguir la asociacion del complejo con MyD8S, por lo que estd implicado en el bloqueo de
las acciones de IL-1a y sobre todo IL-1f. Se ha observado que ratones que sobreexpresan este

factor presentan una menor hemorragia y edema tras dafio isquémico (Masada et al., 2001).

5.1. TNF-a

5.1.1. Vias de seiializacion del TNF-a

La sefalizacion de TNF-a se produce a través de la unién del ligando con dos
receptores que dan nombre a toda una superfamilia de receptores, TNFR1 y TNFR2, que
presentan cuatro dominios extracelulares ricos en cisteinas (CRDs), en otros miembros de
esta superfamilia de receptores del TNF pueden encontrarse de uno a seis CRDs (Chan,
2007). El TNF-a se produce como un precursor unido a membrana de 26KDa, que mediante
la accion de una metaloproteinasa ADAM ( a disintegrin and metalloproteinase, también
conocida como TNF alpha converting enzyme — TACE-) es procesada a la forma soluble de
17KDa (Baud y Karin, 2001). Mientras que la forma soluble es la principal activadora de
TNFR1 y TNFR2, la asociada a membrana parece presentar una mayor afinidad para TNFR2,
participando en la sefalizacion de TNF-o entre células vecinas (Ruuls et al, 2001),
recientemente se ha sugerido que esta forma unida a membrana podria funcionar como
receptor por ella misma, en un proceso de seifializacion reversa transmembranal,
contribuyendo en los mecanismos de retroalimentacion (Eissner ef al., 2004).

TNFR1 y TNFR2 presentan solamente un 28% de homologia en sus porciones
extracelulares, mientras que ésta es casi inexistente entre los dominios citoplasmaticos

(MacEwan, 2002).
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Figura 7: Sefalizacion deTNF-a. Via del TNFR1: La union del TNF a TNFR1 promueve la liberacion de la proteina
SODD (no representado), permitiendo que TRADD se una al receptor en la secuencia death domain (DD). TRADD
recluta a las proteinas RIP, TRAF y FADD. Caspasa-8 es reclutada por FADD, activandose e iniciando una cascada de
sefializacion que dirigira a apoptosis. Por otro lado, una multiproteina, el complejo IkB quinasa (IKK) compuesto por las
subunidades cataliticas IKK-o/f y la reguladora NEMO es reclutado por TNFR1, interaccionando con RIP y TRAF y
con cdc37 y hsp90. IKK fosforilara al inhibidor de NFkB (IkB), promoviendo su degradacion, permitiendo que NFxB
transloque a nicleo, se una al ADN e inicie la transcripcion. TRAF también activa a MEKK1, iniciando la via MAPK
que finalizara en activacion sostenida de AP-1 por JNK, dirigiendo a la célula a apoptosis. El domino para la
esfingomielinasa neutra del TNFR1 recluta a FAN, que activa a la esfingomielinasa neutra, produciendo ceramida
promoviendo la apoptosis, aunque a niveles bajos podria producir tolerancia. Via del TNFR2: Al no disponer de
dominio DD al unirse el ligando se observa la uniéon de TRAF directamente con el receptor, iniciando las vias IKK/NF«xB
y MEKK1/AP1. Modificado de Hallenbeck, 2002.

Las moléculas de TNF-a forman homotrimeros, por lo que para poder sefializar los
receptores deben constituir igualmente un homotrimero. Un dominio de ensamblaje
independiente de ligando (PLAD), presente en la porcion extracelular mas distal de la cadena
del receptor, es el encargado de inducir la trimerizacion del receptor (Chan, 2007, Hallenbeck,
2002). La union del ligando con el receptor desencadenara el acoplamiento de proteinas
accesorias en la porcion citoplasmatica del receptor, siendo éstas las encargadas de iniciar la
cascada de senalizacion (Baud y Karin, 2001) ya que los receptores no disponen de actividad
metabolica propia (MacEwan, 2002).

La mayoria de los efectos bioldgicos conocidos del TNF-a son mediados por TNFR1,

que se expresa constitutivamente en una gran variedad de células (Shen y Pervaiz, 2006). Este
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receptor, también denominado p55 en raton o p60 en humanos presenta una secuencia de 80
aminoacidos en su porcion citoplasmatica designada dominio de muerte (death domain -DD-),
relaciondndolo asi con otros miembros de la familia de los denominados receptores de muerte.
Si no hay estimulacion del receptor esta region permanece inaccesible por accion del factor
SODD (silencer of death domain), pero la union entre ligando y receptor provoca la
disociacion de SODD, permitiendo la unién de proteinas accesorias a este domino de muerte
(Shohami et al., 1999).

La primera proteina accesoria reclutada es TRADD (TNFRI associated death domain
protein), que servird como plataforma para otras proteinas como son RIP (receptor
interacting protein), FADD (Fas-associated death domain protein) y TRAF2 (TNF-receptor-
associated factor 2) (Baud y Karin, 2001). El reclutamiento de FADD inducird a su vez la
activacion de pro-caspasa 8, dirigiendo la célula a apoptosis. La interaccion TRADD-TRAF2-
RIP inducira la formacion de un complejo con actividad quinasa (IKK), que fosforilara el
inhibidor del factor de transcripcion NFxB (IxkB), dirigiendo a IkB hacia la via del
proteasoma y liberando a NFkB, que translocara al nucleo activando genes tanto pro-
inflamatorios como implicados en la supervivencia celular. TRAF2 también activa la via de
las MAPK que convergen en la activacion de JNK y p38 que a su vez activaran al factor de
transcripcion AP-1, el cual inducird la expresion de genes implicados en la respuesta
inflamatoria y, si se mantiene su induccion, también en la apoptosis (Hallenbeck, 2002). Por
ultimo la union del TNF-a con TNFRI1 activa la esfingomielinasa neutra, induciendo la
sintesis de ceramidas con acciones tanto apoptdticas como de tolerancia (Shohami et al.,
1999).

El receptor 2 del TNF (TNFR2, también denominado p75 en ratones o p80 en
humanos), por el contrario, no presenta la secuencia DD en su porcion citoplasmatica, con lo
que no puede reclutar a TRADD, por lo que la union de TNF-a con TNFR2 induce el
reclutamiento directo de TRAF2, este factor presenta una mayor afinidad por TRADD que
por TNFR1 o TNFR2, lo que puede explicar porqué TNF-a es mejor activador de TNFR1 que
de TNFR2 (Baud y Karin, 2001). Ademas, la expresion de este receptor a nivel basal es
menor, viéndose inducido en determinados tipos celulares, mayoritariamente linfocitos T
(Zheng et al., 1995), en respuesta a dafio (Lucas et al., 1997).

Por tanto, aunque con menor afinidad, el receptor TNFR2 puede activar tanto a NFkB
como AP-1 de la misma manera que TNFRI, pudiendo inducir también tanto estimulos

apoptdticos como de supervivencia (Baud y Karin, 2001). De la misma forma, pese a no
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disponer de DD, se ha descrito que FADD es un factor necesario para algunos tipos de muerte
celular dependiente de TNFR2 in vitro (Depuydt et al., 2005), lo que muestra la complejidad
de la senalizacion iniciada por el TNF-a, donde el resultado vendra determinado por el
equilibrio de las interacciones entre las diferentes vias activadas en la célula (Hallenbeck,
2002) asi como del microambiente que rodea a la célula (Janes et al, 2006). Un posible
mecanismo para explicar el predominio de una via de sefializacion sobre otra ha sido descrito
para TNFR1 en un modelo de lesion traumatica, existiendo una redistribucion diferencial para
diversas proteinas accesorias de este receptor en microdominios de membrana donde esta
presente TNFR1, lo que facilitaria la interaccion con el receptor de los factores reclutados

respecto a otros (Lotocki et al., 2004).

5.1.2. Acciones del TNF-o en el SNC

El TNF-a es un factor altamente pleyotropico, del que se han descrito acciones tanto
beneficiosas como citotoxicas no s6lo en el SNC sino también a nivel sistémico. Si bien en
este capitulo nos centraremos en el papel de este factor en el SNC no se debe olvidar que el
TNF-a ejerce funciones muy relevantes a nivel sistémico. Ademas del importante papel de
esta citoquina en situaciones inflamatorias (Burger y Dayer, 2002, Masson ef al., 2004) se ha
descrito que la produccion de TNF-a en adipocitos estd implicada en la resistencia a la
insulina y obesidad (Bastard et al., 2006, Dyck et al., 2006) y en la pérdida de masa muscular
asociada a la edad (Dirks y Leeuwenburgh, 2006),

En el SNC se han observado acciones de esta citoquina tanto en condiciones basales
como frente a dafio. A nivel fisioldgico, el TNF-a glial juega un papel esencial en el
mantenimiento sinaptico (Stellwagen y Malenka, 2006) y como neuroprotector en la
dependencia a metanfetamina, probablemente incrementando la recaptacion de dopamina
(Nakajima et al., 2004). En linea con el papel del TNF-a en la plasticidad sinaptica, se ha
observado que la sobreexpresion de TNF-a afecta al patron conductual en ratones (Fiore et
al., 1998) y que, tras su uniéon a TNFR1, actuaria como regulador negativo de la neurogénesis
hipocampal en adulto (Iosif et al., 2006), sugiriendo un importante papel durante el desarrollo
y en procesos de aprendizaje.

Si bien el TNF-a participa activamente en estados fisiolégicos no es menos cierto que la

mayoria de acciones descritas describen su importancia en respuesta a dafio, habiéndose
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observado como el TNF-o puede mostrarse tanto neuroprotector como neurotdxico,
dependiendo del tipo de lesion y/o del estadio de la misma, propiciando la aparicion del
concepto de papel dual de esta citoquina (Shohami et al., 1999). La respuesta inflamatoria,
en si misma, presenta también esta dualidad, siendo un proceso protector, limitando el dafio y
evitando su progresion, pero al mismo tiempo promoviendo la sintesis de factores

neurotdxicos (Correale y Villa, 2004, Rothwell, 2003).

Estd ampliamente descrita la capacidad del TNF-o para inducir la sintesis de diversas
quimioquinas y citoquinas, entre las que se incluye ¢l mismo, sobre todo en astrocitos y
microglia, actuando asi como amplificador de la respuesta inflamatoria (Munoz-Fernandez y
Fresno, 1998, Wright ef al., 2004), participa en la rotura de la BHE estimulando la sintesis de
MMP-9 y facilitando la infiltracion de neutrdfilos y linfocitos T (Shohami ef al., 1999), inhibe
el crecimiento de neuritas hipocampales (Neumann et al., 2002) e impide la regeneracion
axonal tras lesion, ademds induce tanto apoptosis como necrosis mediada entre otros por
glutamato y oxido nitrico (Munoz-Fernandez y Fresno, 1998). Su expresion en neuronas
después de lesion traumatica se ha propuesto como causante de disfuncién neuronal
(Knoblach et al., 1999), en este sentido se ha observado que TNF-o estd implicado en las
induccion de las respuestas de miedo, ansiedad y estrés tras administracion de enterotoxina A
(Rossi-George et al., 2005). La sobreexpresion créonica de TNF-o en astrocitos provoca
meningoencefalitis y paralisis (Campbell et al., 1997), y el bloqueo de sus receptores reduce
los sintomas en un modelo animal de enfermedad de Parkinson (Sriram et al., 2006),
sugiriendo un papel neurotoxico para el TNF-a en procesos neurodegenativos. Se ha
observado también un papel negativo de esta citoquina en la enfermedad de Alzheimer
(Cacquevel et al., 2004) y en la EAE, donde la inhibicion de la sefializacion del TNF-a es
positiva. Sorprendentemente se ha observado el efecto contrario en pacientes con esclerosis

multiple (Raivich y Banati, 2004).

Un importante mecanismo para explicar algunas de las acciones negativas de TNF-
o podria ser la generacion de radicales libres y, en consecuencia de estrés oxidativo (Van
Herreweghe et al., 2002), que ademas de su capacidad nociva per se, bloquearian la via de las
MKP, fosfatasas reguladoras de la fosforilacion de JNK, que activa AP-1, dando lugar a una
accion sostenida de este factor de transcripcion que acabara induciendo vias apoptoticas
(Kamata et al., 2005, Schwabe y Brenner, 2006).

La produccion de TNF-a, sin embargo, también muestra acciones dirigidas a la

neuroproteccion del tejido. En este sentido se ha observado como el tratamiento de ratas y
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ratones con TNF-a antes de una isquemia reduce el dafio de la misma (Shohami et al., 1999),
posiblemente mediante el incremento en la expresion neuronal del transportador para
glutamato EAAT3 (Pradillo et al., 2006) asi como por su capacidad para inducir la sintesis de
NGF, BDNF y CNTF (Munoz-Fernandez y Fresno, 1998). En concordancia con estos
resultados, ratones knock-out para TNFR1 y TNFR2 presentan un tamafio de lesion superior
después de isquemia (Bruce et al., 1996).

La contribucion relativa de TNFRI1 y TNFR2 en estas respuestas es compleja,
dependiendo en muchos casos del tipo de lesion y, aunque clasicamente se habia implicado a
TNFR1 como el encargado de promover las acciones neurotoxicas mientras que TNFR2 lo
seria de las de supervivencia, actualmente se considera que la relacion entre los dos receptores
y el resultado final de la estimulacién por TNF-a son mucho mas complejos.

El papel pro-inflamatorio asi como pro-apoptotico del TNFR1 se ha observado en
multiples patologias, en la EAE este receptor es el implicado en el desarrollo de la
enfermedad, mientras que TNFR2 estaria implicado en la remision de los sintomas
(Suvannavejh et al., 2000). Confirmando esta implicacion, la administracion de un
superantigeno permite inducir la EAE en animales resistentes por una via mediada por
TNFR1 (Eugster et al., 2001). Una accion antagdnica entre los dos receptores se ha descrito
también en isquemia de la retina, volviendo a ser el TNFR1 el mediador del dafio (Fontaine et
al., 2002), a la vez que también estd implicado en la induccion de ICAM-1, asociado con el
dafio cerebral en procesos isquémicos (Yin et al., 2004). Otra demostracién de su potencial
neurotoxico es su capacidad para inducir apoptosis en células precursoras neuronales (Sheng
et al., 2005). TNFR2, por el contrario, inhibe las convulsiones epilépticas inducidas por acido
cainico (Balosso et al., 2005).

Como ejemplos de acciones perjudiciales del TNFR2 encontramos su papel esencial
en el desarrollo de la glomerulonefritis (Vielhauer ef al., 2005), asi como su correlacion con la
severidad en infecciones fungicas (Corvino et al., 2007). Por ultimo, se han observado
acciones beneficiosas mediadas por TNFR1, como la mediacion de tolerancia a isquemia
cerebral a través de la induccion de EAAT3 (Pradillo et al., 2006) asi como la induccion de la
expresion de SOCSI1 (silencer of cytokine signalling 1), proteina implicada en inhibicion de

las acciones pro-apoptoticas de las citoquinas, en higado (Sass et al., 2005).
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5.2. IL-6

5.2.1. Vias de senalizacion de IL-6

La IL-6 senaliza a través de un receptor de tipo I, del subtipo con cadena gp130
comun (Figura 5B). La union de la IL-6 a su receptor (IL-6R), como ya se ha comentado, se
produce a nivel de membrana celular, activando el reclutamiento de la unidad con capacidad
transcripcional, gp130 (Heinrich ef al., 2003). A continuacion ocurre la homodimerizacion de
gp130 y se da la activacion de las tirosina quinasas de la familia JAK asociadas a las cadenas
de gpl130, que fosforilaran multiples residuos de tirosina (Y) altamente conservados

localizados en los dominios citoplasmaticos de gp130 (Abbas et al., 2000).
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Figura 8: Seializacion por JAK/STAT: Las enzimas JAK inactivas se encuentran unidas laxamente a las cadena
citoplasmaticas del receptor. Al darse la union a ligando dos moléculas del receptor se unen, las JAK asociadas se activan
por transfosforilacion y fosforilan residuos de tirosina en los receptores, siendo reconocidas por dominios SH2 de las
proteinas STAT que se unen a los receptores, siendo fosforiladas por JAK. Las proteinas STAT fosforiladas pueden entre
ellas, disociandose del receptor y translocar a nucleo, uniéndose a secuencias de respuesta a STAT, iniciando la
transcripcion. Adaptado de Abbas, 2003.
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Esta fosforilacion induce el reclutamiento del factor de transcripcion STAT3, que mediante
un dominio de homologia a Src (Src 2 homology domain — SH2-) se unira a los residuos de
fosfotirosina de gpl130. STAT3 pertenece a una familia constituida por siete factores de
transcripcion denominados STATI, 2, 3, 4, 5a, 5b y 6 (Lutticken et al., 1994, Stahl et al.,
1994). La cadena gp130 fosforilada puede atraer, ademas de STAT3 a STATI, aunque de
manera minoritaria. Ambos factores son fosforilados por las tirosina quinasas JAK,
induciendo la disociacion de los STATs de la cadena gpl130. Estos STATs fosforilados
formaran homo o heterodimeros que translocaran al nucleo celular, regulando la transcripcion
génica, como puede observarse esquematicamente en la figura 8 (Abbas et al., 2000).

La fosforilacion de gp130 también induce la union de la tirosina fosfatasa SHP-2,
aunque el residuo de fosfotirosina que reconoce es diferente a los de los STATSs, dando lugar
a la activacion de la cascada de las proteinas quinasas activadas por mitogeno (MAPK) (Kim
y Baumann, 1999, Takahashi-Tezuka et al., 1998).

Mientras que la activacion de la via JAK-STAT se cree que esta relacionada con las
acciones pro-inflamatorias de la IL-6, la via SHP2-MAPK podria estar implicada en las
funciones sobre el crecimiento celular y supervivencia descritos para esta citoquina, aunque
los dos sistemas no son excluyentes, habiéndose observado regulacion cruzada entre ellos
(Ernst et al., 2001, Ohtani et al., 2000), pudiendo compensar una de las vias un déficit en la
otra. Tanto el papel de STAT3 como el de SHP2 han sido extensamente caracterizados y son
considerados factores fundamentales en la sefalizacion de la IL-6 (Hodge et al., 2005,
Kishimoto et al., 1995, Suzumura et al., 2006), pero no asi STAT1, que parece tener un papel

minoritario y poco relevante (E Sanz y IL Campbell, no publicado).

5.2.2. Acciones de 1a IL-6 en el SNC

La IL-6 pertenece, como se ha comentado anteriormente, a la familia de las
neuropoyetinas, entre las que se encuentran otros factores como la oncostatina M, la IL-11,
LIF o CNTF (Bauer et al., 2007). Estas citoquinas comparten la subunidad gp130 como
cadena de transduccion de sefales, mientras que la cadena a es la de union al ligando. Se ha
observado que tanto la subunidad o del receptor de la IL-6 asi como la del receptor de CNTF
pueden ser procesadas y secretadas, formando complejos ligando-cadena o soluble, que puede
interaccionar con células que presenten cadenas gpl130 en la membrana. Esta accion puede

motivar respuestas diversas en diferentes células (Munoz-Fernandez y Fresno, 1998).
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De la misma manera que el TNF-a., la IL-6 desarrolla notables funciones fisioldgicas a
nivel sistémico. Desempefa una accion importante en el metabolismo energético, se expresa
en adipocitos y participa en el control del peso corporal (Wallenius et al., 2002). En el tejido
muscular se expresa en respuesta a ejercicio participando en la regulacion de la movilizacion
de acidos grasos y glucosa, contrarrestando, en parte, las acciones del TNF-a (Pedersen y
Fischer, 2007), aunque también muestra efectos de manera central (Wallenius et al., 2002).
En el SNC algunas de sus funciones en situacion fisiologica se observan durante el desarrollo
participando en la regulacion de la neurogénesis, en el destino de las células madre neurales y
en la plasticidad sinaptica, contribuyendo en la modulacion de diferentes patrones
conductuales (Bauer ef al., 2007). En este sentido, animales knock-out para la IL-6 muestran
una mayor conducta emotiva (Armario et al., 1998) y una afectacion de los procesos de
memoria en adultos (Braida et al., 2004), mientras que ratones que sobre-expresan IL-6 en
astrocitos muestran una menor neurogénesis en el hipocampo (Vallieres er al., 2002).
Interviene, asimismo, en el control del eje HPA (Chesnokova y Melmed, 2002) y de la
termogénesis (Chai et al., 1996).

Después de lesion la IL-6 participa activamente en la respuesta inflamatoria,
contribuyendo al dafio secundario y a la respuesta de fase aguda (Ishihara y Hirano, 2002,
Munoz-Fernandez y Fresno, 1998, Raivich et al., 1999), actuando en diversos tipos celulares
asi como reclutando leucocitos mediante la induccion de la expresion de quimioquinas como
CXCR4 en astrocitos (Odemis et al, 2002) La ausencia de IL-6 causa una respuesta
inflamatoria deficiente frente a infecciones viricas o bacterianas (Kopf et al., 1994), siendo
esta observacion consistente con los incrementos de IL-6 que se observan en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes con infecciones viricas, habiéndose descrito que tanto las
células microgliales como los astrocitos infectados por virus la expresan (Munoz-Fernandez y
Fresno, 1998). La ausencia de IL-6 confiere resistencia frente a la induccion de la EAE, por
un mecanismo no totalmente elucidado pero que evita la infiltracion de macrofagos y
linfocitos T autoreactivos (Eugster et al., 1998, Okuda et al., 2000, Samoilova et al., 1998).
De la misma manera, la microgliosis estd reducida en animales IL6KO en respuesta a la
toxina de neuronas dopaminérgicas MPTP, aunque la muerte neuronal estd incrementada
(Cardenas y Bolin, 2003), sugiriendo estas observaciones un papel pro-inflamatorio a la par
que protector para esta citoquina. Esta doble funcién se ha observado en modelos de lesion
traumadtica, con una menor respuesta inflamatoria acompafnada de una reduccion en la tasa de

recuperacion en animales IL6KO, probablemente por un mayor estrés oxidativo y apoptosis
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(Penkowa et al., 1999b, Swartz et al., 2001), asi como después de lesion en la raiz dorsal
(Murphy et al., 2000) o de administracion de la gliotoxina 6-AN (Penkowa y Hidalgo, 2000a).

La sobreexpresion de IL-6, por el contrario, exacerba la respuesta inflamatoria y la
gliosis, dando lugar, si se expresa de manera cronica, a neuroinflamacion, neurodegeneracion
y formacion aberrante de vasos sanguineos con rotura de la BHE (Brett ef al., 1995, Campbell
et al., 1993). Se ha descrito el papel de la IL-6 en el desarrollo de procesos
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, probablemente por su acciéon en la
funcién glial (Kim y Joh, 2006, Munoz-Fernandez y Fresno, 1998). Cabe destacar, no
obstante, que aunque la expresion cronica de IL-6 tiene efectos devastadores sobre la
integridad del parénquima nervioso, confiere una proteccion frente a la gliotoxina 6-AN
(Penkowa et al., 2003b, Penkowa et al., 2004) asi como una menor muerte celular y mayor
tasa de recuperacion en respuesta a lesiones traumaticas (Penkowa et al., 2003c, Swartz et al.,
2001).

La IL-6, muestra, por tanto, un marcado caracter neuroprotector en diversas
situaciones patoldgicas, lo que la convierte en un factor esencial en los procesos
inflamatorios. Se han establecido diferentes mecanismos que describimos a continuacion

mediante los cuales podria estar actuando esta citoquina.

5.2.3.Accion neuroprotectora de la IL-6

Se han descrito diferentes mecanismos de neuroproteccion para explicar las acciones
de la IL-6 en la supervivencia neuronal. Es importante aclarar que algunos de ellos son
comunes a otros miembros de la familia de las neuropoyetinas, como LIF o CNTF, sugiriendo
la existencia de patrones generales en la sefializacion mediante el factor gp130 (Bauer ef al.,
2007).

Uno de los mecanismos descritos se basa en la capacidad de la IL-6 para inducir la
sintesis de factores de crecimiento. La IL-6 estimula la produccion de BDNF tanto en un
modelo de axotomia como in vitro, promoviendo la supervivencia neuronal (Murphy et al.,
2000). El BDNF pertenece a la familia de las neurotrofinas, y ha sido descrito como un factor
de vital importancia en diferentes patologias como la enfermedad de Huntington, en la que su
deficiencia contribuye a la muerte neuronal que desencadenara la sintomatologia (Zuccato y

Cattaneo, 2007). El BDNF, por otra parte, promueve la supervivencia y diferenciacion de
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diferentes poblaciones neuronales y ha sido implicado en procesos de aprendizaje y memoria
(Pezet y Malcangio, 2004).

Otros mecanismos propuestos implicarian la induccion de diferentes genes por parte
de IL-6. Entre estos genes cabe destacar el papel de la familia de los supressors of citokyne
signalling (SOCS), en especial SOCS3, que actiian como inhibidores de la sefalizacion por
gp130, pudiéndose considerarse como neuroprotectores en diferentes tipos de procesos
patoldgicos centrales o periféricos, como en la modulaciéon de las convulsiones y dafio
hipocampal tras administracion de litio-pilocarpina (Rosell et al, 2003) o en la artritis
reumatoide (Ishihara y Hirano, 2002). La observacion de que la LIF puede inducir la
expresion de SOCS3 y limitar el dafio desmielinizante refuerza el papel neuroprotector de las
neuropoyetinas (Emery et al., 2006). Se ha descrito a la IL-6 como el mayor inductor de
SOCS3 en higado tras administracion de LPS (Yang et al., 2005).

Por ultimo, diversos laboratorios han observado un mayor estrés oxidativo en animales
IL6KO (Penkowa et al., 1999b, Swartz et al., 2001), sugiriendo un papel de esta citoquina en
el control de la produccion de radicales libres. Las Metalotioneinas (MTs), proteinas con una
elevada capacidad antioxidante y antiapoptdtica, son inducidas por la IL-6, por lo que se ha
sugerido que jugarian un papel relevante en la accion de regulacion de los niveles de EROs

que ejerce la IL-6 (Hidalgo et al., 2001).

6. Metalotioneinas

Las metalotioneinas (MTs) son una superfamilia de proteinas ricas en cisteina, de bajo
peso molecular con una gran capacidad para unir metales como Cobre y Zinc en condiciones
fisiologicas aunque pueden ser desplazados por otros metales pesados como Cadmio o
Mercurio si estos se encuentran a una elevada concentracion en el medio (Hidalgo et al.,
2001, Kagi y Kojima, 1987).

Se han establecido 15 familias de MTs, englobando la primera las MTs de
vertebrados. Esta familia comprende a su vez varias subfamilias, de las que cuatro pertenecen
a mamiferos (mMT1-mMT4). Mientras que en humanos se han descrito diferentes miembros
de una misma subfamilia, en raton solo existe una isoforma de cada una, MT-1, MT-1I, MT-III
y MT-IV. Tanto MT-I como MT-II fueron descubiertas en 1957, su expresion es ubicua y

coordinada. MT-III y MT-IV, caracterizadas posteriormente, muestran una expresion mas
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restringida, localizdindose mayoritariamente en el sistema nervioso central y en epitelio
estratificado, respectivamente

Las isoformas que se expresan en el SNC son la MT-I, MT-II y MT-III. La MT-1 y la
MT-II en células ependimales, plexo coroideo, aracnoides, piamadre y en astrocitos,
particularmente protoplasmaticos, en la corteza cerebral, hipocampo y cerebelo (Hidalgo et
al., 2001). Sin embargo no se observa expresion en neuronas, oligodendrocitos o microglia
(Carrasco, 2000) salvo en situacion de lesion cerebral (Leyshon-Sorland ef al., 1994, Vela et
al., 1997). La localizacion de la MT-III, por el contrario, presenta ciertas discrepancias. Se ha
descrito la presencia del transcrito en neuronas(Masters et al., 1994b) aunque la proteina ha
sido detectada mayoritariamente en astrocitos (Inuzuka et al., 1996) y si se detecta en
neuronas es en menor medida (Yamada et al., 1996).

La expresion de las MTs presenta multiples mecanismos de regulacion, por una parte,
pese a encontrarse las cuatro isoformas de raton formando un locus, solo la MT-1 y MT-II
tienen una expresion ubicua y coordinada, habiéndose descrito la existencia de regiones de
control de locus (LCR), implicadas en el control de la actividad transcripcional de un
segmento de ADN, flanqueando los genes Mt2 y M¢t1 (Palmiter et al., 1993), lo que explicaria
la regulacion diferencial de estas dos isoformas respecto a las otras dos. Por otra parte, los
promotores de las MTs muestran una amplia presencia de elementos de respuesta a diferentes
factores tales como antioxidantes (ARE antioxidant response element), glucocorticoides
(GRE), metales (MRE) asi como elementos de respuesta a IL-6, donde se unen los factores
STAT, y lugares de unién para los factores de transcripcion AP-1, AP-2 y Spl, (Carrasco,
2000, Lee et al., 1999). En el promotor del gen Mt3 se encuentra una regién con multiples
repeticiones CTG, que podrian participar en el control de la transcripcion de la MT-III
(Carrasco, 2000). Toda esta riqueza de elementos de respuesta en el promotor tiene como
consecuencia que tanto Mtl como M¢t2 sean genes altamente inducibles (Tabla 3), aunque
paraddjicamente Mt3 no responde a estos estimulos (Hidalgo et al., 2001)

La naturaleza altamente inducible de MT-1 y MT-II por metales, explica que estén
implicadas en la homeostasis de cobre y zinc en situaciones fisiologicas y en la detoxificacion
de metales pesados en situaciones no fisiologicas (Coyle et al, 2002). También se ha
observado que muestran una elevada capacidad antioxidante posiblemente relacionada con su
elevado nimero de tioles y con la elevada afinidad con la reaccionan con radicales hidroxilo
(Thornalley y Vasak, 1985), asimismo presentan actividad anti-inflamatoria (Miesel et al.,
1990) y neuroprotectora (Chung et al., 2003). MT-I y MT-II se inducen en respuesta a

diferentes situaciones patoldgicas y neurodegenerativas (Hidalgo et al., 2001), habiéndose
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observado que su deficiencia incrementa el estrés oxidativo y la muerte celular, empeorando
la recuperacion en lesiones traumadticas (Penkowa ef al., 1999a, Penkowa et al., 2000a,
Penkowa et al., 2006), frente a agentes epileptogénicos (Carrasco ef al., 2000) o en patologias
neurodegenerativas como la EAE (Penkowa et al., 2001). Por el contrario, la sobreexpresion
de MTs (Penkowa et al., 2003a, Penkowa et al., 2005) o la administracion exogena (Chung et
al., 2003, Penkowa y Hidalgo, 2000b) da lugar un efecto neuroprotector y a una reduccion

del dano.

Tabla 3: Agentes inductores de la MT-1 y MT-II. Adaptado de Carrasco, 2000

Metales Antibiéticos

Cd, Zn, Cu, Hg, Au, Ag, Co, Ni, Bi Estreptozotocina, Ciclohexamida

Hormonas y factores de crecimiento Agentes citotoxicos

Glucocorticoides, Progesterona, Estrogenos Hidrocarburos, Etanol, Isopropanol, Cloroformo

Glucagon, Insulina, Angiotensina II, IGF-I, EGF | Tetracloruro de carbono, EDTA, Acetaminopteno

Agentes inflamatorios y citoquinas Agentes estresantes
LPS, Dextrano, Turpentina, IL-1, IL-6, IFN-a Deprivacion, Inflamacion, Irradiacion
IFN-g, TNF-a Inmovilizacion

La MT-III, como se ha comentado anteriormente, no es inducible por los mismos
factores que MT-I y MT-II. Este factor se identificd inicialmente en extractos cerebrales de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer, sugiriendo que desempefiaba un papel inhibidor
del crecimiento neuronal (Uchida ef al., 1991). Dicho papel se ha confirmado en un modelo
de lesion traumatica cerebral observandose un descenso de MT-III en lesiones traumaticas
seguido de una induccidn una vez la cicatriz glial estd establecida (Penkowa et al., 2000a). En
este mismo modelo la deficiencia de MT-III indujo la expresion de neurotrofinas y de
factores de rebrotamiento axonal (Carrasco et al., 2003) y lo mismo se ha descrito en un
modelo de lesion de nervio periférico, donde los ratones MT3KO presentan una mayor

regeneracion axonal (Ceballos et al., 2003)

7. La criolesion como modelo de lesion traumatica

Las lesiones traumaticas representan una de las principales causas de discapacidad y
muerte, siendo especialmente preocupantes en edades jovenes.
Resulta fundamental el estudio de los mecanismos implicados en la respuesta

inflamatoria, determinando el papel de cada uno de los mediadores, con el fin de esclarecer la
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dinamica de la respuesta e identificar las causas de la componente negativa de la inflamaciéon
y por qué en determinados casos predomina sobre la positiva.

Con este fin en este trabajo se ha utilizado un modelo de lesion traumética, la
criolesion, consistente en la aplicacion durante 30 segundos de un pellet de nieve carbonica (a
una temperatura de -78°C) de 0.4 mm de didmetro sobre el hueso frontoparietal derecho del

animal anestesiado. Este modelo ha sido descrito con anterioridad (Cook et al., 1998, Chan et

Figura 9. Signos caracteristicos de la criolesion. A) Resonancia magnética nuclear (evaluacion T2) de
un ratén lesionado. Puede observarse ¢l edema (areas contrastadas) tanto a en cortes coronales como en
sagitales, asi como la localizacion y caracteristicas de la lesion. Colaboracién con el SeRMN-UAB.

B) Microglia reactiva /macréfagos en el borde de la lesién. Tincion para la lectina, mostrando la presencia

de microglia ameboide/macréfagos en el borde de la lesion (estrella). C) Rotura de la barrera
hematoencefalica. Obsérvese la hemorragia en la zona de la lesion. Extraido de Penkowa y Moos, 1995.

al., 1991, Knerlich et al., 1999, Murakami et al., 1999, Penkowa y Moos, 1995), mostrando
todas las caracteristicas descritas anteriormente y esperables en una lesion como son la rotura
de la BHE, edema, gliosis, reclutamiento de células inflamatorias, muerte necrotica y

apoptotica e induccion de genes implicados en la supervivencia neuronal (Figura 9).
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II. OBJETIVOS

1. Determinar los cambios en la expresion génica producidos durante la

respuesta inflamatoria desencadenada por la criolesion.

2. Establecer el papel del TNF-o en la respuesta inflamatoria tras
criolesion, evaluando la implicacion de cada uno de sus dos tipos de

receptor.

3. Analizar los cambios que la deficiencia o la sobre-expresion de IL-6

tienen en la expresion génica tras criolesion.

4. Determinar los posibles mecanismos mediante los que las

Metalotioneinas ejercen sus efectos neuroprotectores en la criolesion.
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Trabajo 1

El receptor 1 del TNF-a esta implicado en la respuesta
inflamatoria temprana en un modelo de lesidon
traumatica del SNC.

Differential role of Tumor Necrosis Factor receptors in mouse brain
inflammatory responses in cryolesion brain injury.

Journal of Neuroscience Research 82:701-716 (2005)
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Differential Role of Tumor Necrosis
Factor Receptors in Mouse Brain
Inflammatory Responses in Cryolesion

Brain Injury

Albert Quinlana,,l Mercedes Girale,' Santiago llnjas,,L Milena Penkowa,”
lain L. Campbell,” Juan Hidalgo," and Amalia Molinero'

natitare of Menrosciences and Department of Cellular Brology, Physiology and Immanology,
Amimal Plhysology Unit, Faculty of Sciences, Avtonomous Univeriny of Barcelona, Belluema,

Barcelon, Spain

Drepartment of Medical Anatomy, The Panum Insoiote, Univeraty of Copenhagen,

Copenhagen, Denmark

*school of Malecular and Microbial Bissciences, Univensity of Sydnev, Swdney, Ausrlia

Turmor necrosis factor-o (TMNF-o) i one of the mediators
dramatically increased after traumatic brain injury that
leads to the activation, proliferation, and hypertrophy of
menonuclear, phagocytic cells and gliosis. Eventually,
THF-a can induce both apoptosis and necrosis wvia
intracellular signaling. This cytokine exerts its functions
wia interaction with two receptors: type-1 receptor
(THFR1) and type-2 recaptor (THFR2). In this work, the
inflammatory response after a freeze injury {cryolesion)
in the cortex was studied in wild-type (\WT) animals and
in mice lacking TNFR1 (TNFR1 KO} or TMFRZ {TNFR2
KO} Lack of TNFR1, but not of TMNFR2, significantly
decreased the inflammatory response and tissue dam-
age alicited by the cryolesion at both 3 and 7 days
postlesion, with decreased gliosis, lower IL-15 immu-
nostaining, and a reduction of apoptosis markers., Cryo-
lesion produced a clear induction of the proinflamma-
tory cytokines intereukin (ILF1q, IL-1p, IL-6, and THF-
o, this induction was significantly lower in the TNFR1
KO mice, Host response ganes (ICAM-1, A20, EB22/5,
and GFAP) wera also induced by the cryolesion, but to
a lesser axtent in THFR1 KO mice. Lack of TNFR1 sig-
naling alzo affected the expression of apoptosis/csll
death-related genes (Fas, Rip, p53), matrix metallopro-
teinases (MMP3, MMP9, MMP12), and their inhibitors
(TIMP1), suggesting a role of TNFR1 in extracellular
matrix remodeling after injury. However, GDNF, MNGF,
and BDNF expression were not affected by TNFR1
deficiency. Ovarall, these results suggest that TNFR1 is
involved in the early establishment of the inflammatory
response and that its deficiency causes a decreased
inflammatory response and ftissue damage following
brain injury.  © 2006 Wiley-Liss, Inc.

Key words: traumatic brain injury; knockout type-1
THF receptor; knockout type-2 THF receptor; gene
expression; apoplosis

© 2005 Wiley=Lias, Inc.

Several CNS pathologies involve  inflammatory
mediators, including stroke, brain trauma, seizures, ische-
mia [(Olanow, 1993 Yankner, 1995; Price et al., 199%;
Penkowa er al., 1999, Mekh: Carrasco et al, JUHMEE, amd
neurodegenerative disorders such as Alzheimer's and Par-
kinson's diseases (for review see Campbell, 1998; Culpan
et oal, 2003 Ethell and Buohler, 2003 McoGeer and
MoGeer, 2003; Eissner er al., 2004, Inflammation may
be a protective mechamsm that selates the imgured area,
destroys affected cells, and repairs the exrracellular
matriz; however, chronic presence of inflammatory me-
diators may be followed by increased oxidative stress and
cell death (for review see Munoz-Femander and Fresno,
19%8; Hicks et al, 1999 Shohami ec al,, 1999; Sayer
et al, 2002 Fothwell, 2003} The inflammarory
response 15 orchestrated, in part, by relevant proinflam-
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matory cytokines, such as interlenkin-1 (IL-1), interlen-
kin-0 (IL-6} and mmor necrosis Geror-n (TRF-n),
which may be produced by and/or act on vanows cell
wvpes, lwmphooytes, endothelial cells, and macrophage/
microgha, producing secondary dlmgin? effects that 1n
tien Jead o lymphocyie recruitment and activation and
may canse neuronal cell death (Bluethmann et al., 1994;
Lee and Benveniue, 1999; Lee and Chan, 2002; Hans-
son and Ronnback, 2003; Famvich e al., 2003).

TP 15 a plaotropic oytokine whose acuon s not
restricted to the peripheny but extends to imporant physio-
logical and pathophysiological roles in the CNS (Gregersen
eral, 20080, Upon CNS injury, TINF-ux is dramatically up-
regulated and 15 invoheed in the acavation, proliferation, and
hyperraphy of mononuclear, phagocyic cells and gliosis
amed eventally in the initiation of apoprosis. This cytokine
exens its biological functions via interacton with two rec
rors, the 35-kDa tvpe=1 recepror [TNFR) and the 75-kDa
nype-2 recepror (TINFR 2}, which seem to mediate signifi-
cantly different functions in severa diseases (MacEwan,
2002a,by a5 well as in animal models (Rothwell and Hop-
kins, 1995; Probert and Akasoglou, 20011 TNFR1 belongs
to the so-called TNFR superfamily of death receprors,
which abo includes Fas/ APO-1/CD95, that have a homol-
ogous cytoplsmic domain known as the death donuain
(DD, for review see Diebatin, 2004). TNER2, although not
possessing a DI sequence, can abo lead to apoptosis via
adhptor proteins and has been invalved in the contral of cell
proliferation and in the elimination of amoreacove effector
cells i an experimental awommuene encephalomyehns
(EAE) paradigm (Suvannavejh er al., 2065,

Traumatic braim imjury initates a complex sequence
of pathophysiological responses ar the lesion site. The
study of the sequence of inflammatory cascade activation
and rhe rale of each mediator in the regulation of this
process may provide some insight into when and why
the damaging role of inflammarion overrides the protec-
tive role. Cryolesion of the panetal cortex 15 an estab-
lished experimental model (Chan et al., 1991; Cook
et al, 1998; Knerlich er al, 199% Murakami et al.,
1999} that features a standardized focal blood-brain bar-
ner (BBB) disruption, massive bran edema, ghoss,
recruitment of inflammatory cells, necrotic and apoptonc
death, and wp-regulation of a number of genes attempt-
ing o increase neuronal survival and promoting the
regeneration of bram parenchyma. We have used the
ervolesion model succesafully for several vears, and, pro-
vided that care 15 taken to blind the analyses, the resuls
abtained are highly reproducible {Penkowa cr al, 1999,
20Wek; Giralt et al., 2002}, This makes this model partic-
ularly appealing for exploring the role of TME signaling
in the CNS response to tranmatc brain injury, and in
this study we provide insight imto the putanive differen-
fal role of TNFR1 and TNFR2 in this scenano.

MATERIALS AND METHODS

Amnumals

Breeding pais of homosvgous TNFR1 amd TNFR2
aull rmaee (TNFRD KO and THNFR2 KO, sespectively) were

kindly proveded by Homt Blusthmann (Hoffmann-la Roche),
and maintained on the inbred C3TBLAG genetic background.
Contral wild-type {(WT) mice {CS5TBLAG) wezre used in all
expersments, All mice were kept under comstant temperature
and wath free sccess to dood and water, All experzmental pro
cedures were approved by the Ethical Committee of the
Commé d'Experpmentactd ammal del Departament d'Agn
oudiura, Ramadena | Pesca de i Generalinat de Catalunva.

Cryolesion Procedure

Female adult mice (3=4 months age) weee lesioned
under tmbromoethansl anesthesa, The sxull over the nght
fromoparictal comex was exposed, and a focal crvoinjury was
carried out as previowsly descobed (Penkowa and Moos,
1995; Penkowa et al,, 1999, Ammals were allowed to recover
and returned to the aniomal room and were subsequently kalled
at four time points after crvolesion: 8 or 24 he postesion (hypl:
n = 5=8) for RNAse protection assay studics (RPA) and 3 or
T days postlesion {dpl; n = 2-3 for nunohistochemastry
dudies. Undessoned W, TNFRT KO, and THFRE2 KO mice
were also included. Furthermore, sham-operated mice {n = 4
per grouph were sactaficed ar 24, 48, or 72 hpl {(not gown).

Dhfferent procedures were followed for the comervanon
of brain depending on the technique used, so the ipsilateral
cortex was dissected, frozen in liquid mitrogen. and stored at
=50°C for the RMNage protection sy (RPA) technique, and
complete brans were fxed on 4% parafomnaldehyvde  for
imunohistochemistry (see below for further degails).

RIPFA

Total RNA of mured spalateral cortex was salated fol
lowing standard methodology (Chomerynsia  and  Saccha,
19571, wsing commercial TnPure lsolanon HReagent Kit
{Fochel. We wied the whole ipulaeral cortex rather than
attempting o wie the damaged asea omly. This was done
becawse crvolesion produces a large leston, but to determune
the limits of the lesion by eve when carmmang out the dasec-
uon i not straghtforward, so o chminate the sk of ncur
nng significant errors from amamal to amimal the entre cortex
was removed. We acknowledge, nevertheless, that this causes
a diluting effecr thar decreases sensilivity in the asay and may
cae the los of agnihcant changes in low-expresibon genes.

Muliprobe BPA sets were comstructed to detect either
cell death-associated (Fas, Fas-L, RIP, P33, ICE, Bel-2) or neu-
rotraphin (BDMNF, NGF, CNTF, GDNF, NT-3 mBNAs
Birpetly, tasger sequences were synthesized by RT-PCR | cloned
into the pGEM-4Z vector (Promega. Madison, W), and ven-
fied by sequence amalvst using methods desczibed previously
{Stalder cr al., 1999}, The targeted sequences for the cell-death
associated probes were: FAS, nudeotades (anh T21-1021 {Gen
Bank accession Mo, MEMAY) FASL, mr 188=473 (GenBank
accesston Mo, UT0984); BRIPF, ot 101-3531 (GenBank accession
Mo, LI2540955 P3A, mt B71-109 (GenBank accesson Mo,
HOOT4LY, ICE, m 1602=1802 {(GenBank asccesion Noo
Lid26%): and Bel-2, oo 1541=1991 {GenBank accession Moo
M16306), The newrotrophin multprobe RPA set compnsed of
the followang probes: NGF, nucleonides (ath 432-612 (GenBank
secemton Mo, M17298); GDNF, nt 60=377 (GenBank accession
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Mo, UATASS); MT-3, np 637866 (GenBank accemion Mo,
X53257) BDMNF, m 531=7T78 {GenBank asccession Mo
X55573) and CNTF, nt 1404=1603 {GeaBank accesion Mo,
L5343y, The construction and charactenzation of the other
multiprobe sets for cytokanes (LT-o, 1L-4, IL-5, IFN-y, IL-2,
IL-3 IL-6, IL-1ax, IL-18, TNF-a) host-response (iNOS, Macl,
AZD, WCAM 1, EB2Z/5, GFAP), manx metalloprotemases
MPLL, MMEPE-10, MMP-7, MMP-12, MMP-9, MME-3,
MAMP-13, MMP-14, MMP-2), and their inhibitors {TIMP-3,
TIMP-1, TIMP-2, a2-M} were described elsewhere [(Hobbs
et al., 1993; Campbell et al., 19%904; Chiang et al., 1994, Pagen
stecher et al,, 1997,

For the synthesis of a radiolabeled antisense RNA probe
sef, the fnal reactbon muxture contadned 130 pCi, UTP
G000 Conenol, Amessham, Adingten Heghis, L} UTP
33 pmell, GTF, ATP, CTP {25 mmal each), DTT
(100 mal), transcription buffer (1), Raasin (20 U, T7 poly-
merase (100 U all from Promega), and an equimolar pool of
Ecoll-lineanzed templates {150 ng total). Died probe was
then dissolved (2.2 % 10° cpm/pl) in hybridizaton buffer and
added to 10 g of total RMNA from bran, and the samples
were overlabd with mineral oil, heated o 96°C, and then
ineubated at 56°C for 12=16 he. Single-stranded BMNA was
digested with RMases A and T1. Hybndized RNA remaned
RMase protected. RINA duplexes were puniied. precipitated,
and sesolved on 5% acrvlamide /T M wrea TBE sequencing
gel. Diried gels were placed on XAR hlm {Kodak, Roochester,
MNY) with mtemsifying screens, and flms were exposed at
=T°C dunng 16=72 hr, depending on the probe set. The
mtemsity of the bands war measured densitometrically {only
for low-expresion genes) and/or (in most cases) by phosphor-
imaging and nommalized with 132 mBNA levels,

Immunohistiochemisiry

Fixed beains were dehvdrated and embedded in paraffia
according to standard procedures and out in semal, coronal, 3-
wm secnens, Secnons were rehydrated and underwent heat-
mduced anugen setrieval by boaling sections i citrate buifer,
pH 9.1 or pH 6.0, in 3 microwave oven for 10 mun, Adter-
ward, the sections were mmcubated i 1.5% H.0. in TBS/
Meaidet to quench endogenous peroxadase, followed by 10%
goat serurmn (ln Vitre: code (M009-1B) or donkey serum (The
Binding %ate: code BP 005.1) to block nonspecific binding,
Sectons to ke immunostaned with monoclonal  mouse-
desived primary antibodies were in addition incubated with
Blocking Solutions A 4+ B fom the HisoMouwe-5P Kit
Eymed. South San Franasco, CA; code 95-9544) to quench
endogenous mowse g,

Primary antibodies, Sections were incubated  over
abght at 4°C with the followang antibodies: rat anti-mowse
F4/80 1:25 (Serotec, Bicester, Unived Kingdom: code MOCA
497, marking  monocytes/macrophages): mbbit  anti-cow
GFAP 1:250 (Dakopatts, Glostrup, Denmark; code Z334;
marking astrocyred); 1550 mouse ant-rat T3 {Serotec; code
MCA 772 marking T cells), mouse ana-IL-13 1:50 (Bio-
genems; code 33754329 mabbat ant-NITT 1100 {Alpha
DMagnostics: code MITT 12-A; 2 matker for peroxyniirite-
induced mnitration of rycodine restdues); mowe an-B-oxogua

TNFRI Enhances Brain Inflammation T3

e 1100 {Chemucon UK. code MAB-3560; marking oxi
dative DMNA  damaged; and sabbit ang-human  (actvated
cleavedy caspase-3 1:530 (Cell Signaling Technologies, Beverdy,
MA; code 9661,

Secondary antibodies and detection systems. Sec
tions were incubated for 30 min & room femperatuse with
the following secondary antibodies: bioun-conjugated  anti-
mbbit lgG  LAM Sigma-Aldoch, 5 Louws, MO, code
B3275) or biotin-conjugated anti-mouse gl 1:200 (Sigma-
Aldnch: code BS774) or biotn-conjugated anti-eat  IgG
L5 (Amersham Bisaences; code 10051; or brobin-conu
gated ant-mmouse Ighl 12200 {Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA; 1150650200, All the secondary antibodies were
detected by StreptABComplex/ HRP, followed by biotmy-
Lated rvzarmade and steepravidin-perosidaze complex {tyoamade
sgnal amphifcation, TSA mdirect; MEM, Life Science Prod
ucts. Boston, MA; code NELTMIAY prepared following the
manufacturer’s recommmendapons. The immanoreacton was
visualized by wing diaminobenzidine {DAB) a8 a chromogen,

Contrels. To evaluare the extent of nompeaiic bind-
ing of the antisera in the pmunchistochemecal expenments,
LAGO=1:1,030 of normal geat or donkey serum was subst
wited for the primary antbody step desenbed above, Other
control sections were meubated with sotvpic g6 mstead of
the prumary antibody. Resuls were conmdered only o these
controls were negative.

In Situ Detection of DNA Fragmentation

Termunal deoxynucleotsdyl wansferase [TdT)-mediated
deoxyundine triphosphate (dUTP)-biotin nick end Lbelling
{TUNEL) wa pedorned using the Fragmemt End Labeling
{FragbL} Detection Kt (Calbsochem, La Jolla, CA; code
CQIASS) The FragEL kat contams all the matenals used below,
and exch step was pedormed according o the manufactures’s
recommendatons, The tsue was processed and rehydrated as
mentioned above, and sections were incubated wath 20 jig/ml
proteinase K for 20 min o arip off neclear proteins. Adier
immmersion in equilibration bulfer for 20 min, sections were
imcubated with TdT and bioun-labeled decoynucleotids (dNTP-
bioting 0 a humadsfied chamber at 37°C for 1.5 hr. Wash buffer
and the step solution for 5 min o foom temperature 1o stop the
resction lollowed this. After being washed in TBS and incu-
bated in blocking buffer for 10 min. the sections were incubated
with peroxilse-streptavichn for 30 mun, and, afierward, DAB
was wsed a5 chromogen. The sectbons were counterstuned with
miethyl green. MNegative control sectons were treated similardy
but incubated i the absence of TdT enzvme or ENTP-hiotn
or peroxidue-sreptavidin, We abo compared our sectioms with
posttive control slides prosaded in the FragEL Detecson Kit
Furthemmore, TUMNEL was compared with staring for the
apoptotc marker capase-3, TUNMEL™ and caspase-37 cells abso
diplayed momphological catern for apoptosss {cell shankage,
formation of apoptobe bodier, awd compacton of chromabn
into undormly dense masses) after H-E staining,

Cell Counis

In addibon to morphological evaluation. the number
of stained cells was quantified in a blind manner in matched
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Fig. 1. A-F: Role of THF pecepton on ayelefion nduded ghoss,
Blood bome mamophages were readily Mat¥ied by F4B0D nmmune
histochemistry ffop), ind rescthe asrocyrosis swas demonserated by
GEAP fmmunominings (bertom) in the wem marounding the
neods dmue, Hoth Smemncwsinings tend e be decremsed im
TrERT K mice (B T-:.I. wintl e |1:1'r E4F R in'urm:n:al:r;n:ll:t; trmila

TNFR1-KO

8-0xo

{1 5-armrs areas at the border of the ledom, Cell commts wers
periormed from chree cecdons per moure in all mise. Posi-
avely vi. negaovely gtamed cells were previowsly demonstrated
in dewail (Carrasze ec al, 20003; Penkowa ec al., 2003).

Statistical Analysis

Weaght dilierences between syans were evaluated by
Studert ¢ f-reft. Gene exprestion reruls and alie immunohi-
tochameal remks weae evaluated by two-way anadyns of
wariance (main fcton: cryodédion and erain, sfter checking the
homoegeneny o vamances. The mieractions, when agnicant,
were decompoded by wing Bonferroni posc-rerr. All dara in che
text and Hgures ore gpven as the andimenic mesn {XSEM)

iy e ey
bl c b (M
.
|
Sy i

to be decreaded I TMMFRZ KO mice tog {L-F) compared with WT
mice (A=D1 Prototypical reactive mecphology for microgha/mago
phages (rounded) and serocyres (hypermophic) are vighle in the
lefiored area (irwes). Srdnings we represenstive of rwo ar thees and
rrnls PEr EESUp. Seale bary — 200 e i A=F 72 o in inaera o A

"

G 89 jen i rraeta te D=F

TNFR2-KO

Fig. 2. Crxidudive srem snd spoprosis
in the bran came sumoundng the n
Jured area. The oxidudve soem marices
FIITT snd 5 oxs weee |l'a.|r'.|.t:.:a“'\'
high in leviomed braina (ilmes no sig
ny B peen B unledioned wnialy mer
shown), but thee wers no diffsrences
between spuire TUMEL pasitive cells
we shaowm at the bombom: # 5s dear thar
THMFRL KO mics showed foonar Tunal

podtive cdls. Scals bas — 44 pm.

RESULTS

THNFR1 bat Mot TNFRI Deficiency Alters the
Fesponse of the Brain to Injury

THFR] KO and THFEFRZ KO mice developed
narmally, with no wighble neurclogical defigwes. The his
vopathelogical analyses revealed that cnly TNPRL defi-
t’IFur}r made a difference |Eg.|r|:"|.i||b" the 1&-:]11'J1|.':E" of the
CHE o the cryoimjury, showang that the TRNFRZ KO
mice manifest asendally the ame respanies as WT miee
(Fige. 1=3). The zesults for unlesioned animalt ae not
shevwn for the mke fl|-4]u.ri{y_ biit thére weére nn évident
diferences among the three srans. Hawng thee resmle
in mind, we focustd our analysis of gené exprésion pat-
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terms in the TNFR1 KO mice. [e i importane to ac-
knowledge thar unlesioned amimals were nor sham
aperated, thus they are natve anunals. Fesults from our
growp show that the angsthean and surgical procedires
wied do not affece che expreston of the genes analyzed
up to 72 hr postlesion (data not shown).

Gliosis and Cytokine Expression Are
Affected by TNFR1 Deficiency

As expected, we olmerved the prototypical response
at 37 dpl mn response to cryolesion: a necrotic arca was
produced in the comex, infilomadon by mflammarory cells
(macrophages, T cells) was dear, and a pronounced gho-
skt was evident in the arens surrounding the necrotie s
sue, where active apoprosis was ongoing (Figs. 1=3).
Actvated microgha/macrophages were evident both
the barder of the legon and within the necrotic fsaues,
Ly aof which were of bload OTigEin as reviealed l:}' F4/
FHO immunostaining,  CR3-posicive cells were alsa
present i the lesioned mice, Reactive, hypertraphic
astrocyvies were aluw clearly observed in the border ot the
leston by means of GEAP mmmuanostaining, Compared
with W'l mace, THNFIRT KO mice showed a clear
reduction of these responses, supgrestive of a decneased
mbammatory response, Nevertheless, this reduction was
statistically sigmiticant only for GEAP ||:1:11L|||.n-:t*|1|1ml.,
(P = 0.026), although it was close w tl;_.,':nlr!n..mu:n: tor
F4/F80 (P = 0,054}, The numbers of F4/F80- and
GFAP-positive cells in unlesioned mice were abour six
and cight, respectively, in the three soruis,

An altered inflammatory response in the TMNFRI
KO mice was furcher demonsirated I analysis of the
gene expression of several oytokines (Fig. 4ab),. Thus,
the expression aof the proinflammatory cytokines TMNE-
o, IL-6, and IL-1 (o and B) was arongly mduced at
8 hpl, returming o almost baal levels ar 24 hpl for all
cytokines except IL-1a, whose expresion had com-
pletely remumed o basal levels (Fig dab). These re-
sponses were significantly blunted in THFR1 KO mice.
In accordance with these resuls, IL-10 mmmunostining
wis reduced in THRFR1D KO mice ar 3 dpl, an effect
becoming more evident ac 7 dpl (Fg 3). [FN-y and
LT-a¢ also tended to be up-regulated by che cryo-
lesion (Fig. 4a), but the signal was wo low for accorare
IFCASLIFCIN TS,

Ihe inflammatery seans wis also evaluated by ana-
Iyzing several hosc-responsive genes {Fig. 5a.b). GFAP
gone  cxpresion was in with the GFAP
immanostainings, showig i deiatic up-regulation
I|||._ iuh:-rlui [ s b Tk S l,|1.|.l. LU LY F:-;lrl:l.ﬂl:', {'P'IHIHLLI 11| lhg
INFRT KO muee, Mac-1 CXpresion, tarker  of
microgin/macrophages, wis not sgnificantly altered by
mjury at the time points studied (it takes a few days nor-
mally}, but 1w 1 worthwhile to mention that TNFIL
RO mice presented lower mlAMA levels than W mice
(Fig. 5bj, which is reminscent of the F4/F80 [HOC
results {see abeve). The EB22/5 {an acute-phase re-
sponse gene) gene expression pamern was sunilar o hat

accordance

THFR1 Enhances Brain Inflamenation Tis
] EDE =
& | [
[ THNFR1KO
30 [ TNFR2ZKO
n |
) S, 1120
.E 210{CG e
B 1 e
= E 70 I 40
=
: : IJ L . -|:|
82 | lFaso 210
) ﬁ 150
=4 = 1 71 {140
| 100 1
e
D= = 1]
w =
= 1] . : f
EE "™iLap 8-ox0 210
n E - =
Qw100 | 440
oo .
g 50 I 70
=]
= 0 o
180|caspase-3 TUMNEL lz10
120 il T han
B0 I I 70
0 a
dpl dpl
Fige 5. Cell connes for GEAP-, NT-3-, F4&80-, MNITT-, IL-1[-. 8-

oxoe=, cipme=i=, and TUNEL-positive cells in the border of the
lesaon, The numiber of imymunorssenye oells mean = SO, o= X=3)
was measured in a (h3-mm” area sumoundung the lesion, as desconbed
i Matenak and Methods. The TRFR] KO mice showed a sqgnzh-
cantly decrvased nmamber of GEAP wtrocytes, cepase-37 cells, and
TUNEL relicive co WT mice (**P < (000, ®*P o« 005) and 3 clear
tendency for the number of FABY pucrophages (PP = 0054 Mo
cifecr of TINIR2 abscoce was noted in rthese panmeters in response
i Crvilesion,

of GEAP, whereas the patterns of [CAM-1 {involved in
cell adhesion wich roles i inflammaton, proliferacon,
mugratnon, and anmogeness) and A20 (an .mti_apnpml.if
zine finger protein) were amilar to those of the cyto-
kines, with prominent up-regulatdon ac 8 hpl and 2 clear
tendency o recum to basal levels ar 24 hpl. In all cases,
INER -mul]l mice had o lower expression of these genes
Ll:II1IJ1ZI|.'I,'I,i with their W comntral, which i Againn s
postive of o decreased infliummiatory response after cryo-
lesion,

Apoptosis, but Mot Oxidative Stress, Is
Reduced in THNFR]T KO Mice

As expected, many apeprotic cells were detected in

the border of the lesion, as Judged trom caspase-3
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navely). Unleioned mice from both souirs weae ske killed (0 bel).
1r|.n'h1.*. I-'U-il. |'|r :r—lﬂ:l I.III‘I-I*:LI:I:I wWEIE Jn:l?':'l! }l'!l “'r‘"lu:" [‘rl--l.
tion sy (BPA; A). mBEPIA levels were quantisted by phasphod
maging and ponmalized with L3 mBMA levels B). Bauls (abi

immunostainings and TUNEL-posidve cells [Pige. 2, 3).
T'||P$|P j]ﬂ:’:]:ll.:’rl‘.'i:’. ||::A:|~:Pr$ WETE :EL‘]1:;’.PL‘] in illtlrl.'.'il% ]a:’k

ing TNFR1, which 13 consistent with the symproms of a
decveased inflammatory rasponse MITT and H-smegas

nine immunostdnings, markers of oxidative swess were
Lira::uu':a]ly 'ill:.rE.lRE‘l.‘] in dll" ]hL'.r:'.t'Li inil::nu.!s |:.r.r||::|pJ:lP1'1
with unlewoned mace (oot shown), but, somewhat sur-
prisngly, they were not diminished in THFRI KO ani-

KT W
i 50

-
Ohpl 24 hpl

oury unim: mean X 3EM; B = S5=5) were evaluared by '||.!|n§ 3]
way AMOVA with cryoleson wid mrvin = the msin fictan, "P <
G0 va unbrzzoned mice; " F - 0.01 wa, wild type mice. The mmage
shown here i tha: produced by the phogphonmaping syzem; the
:rn'aﬁr: dinwm for the other RPA ama IJ-lE.l H—Q:l are [ramy siibaradas
graphic films, and quansification wad by phagphorimaging.

8 hpl

mals (Bgs 2, 3), supgesdng chat the diminished cell
death !'rht.P'l"."Pl'i in I]!:E:!.P' mlant mice i!. fek caeed 11:; an
alteraton of ocsadative steess levels To explore othes
]-ur.ml-a]u-i.i.;, we evaluated a number of apapros relaeed
genes [Pig fab) RIP, a facter invelved in TINFR1
aFrl;le!rrti:' ]:li.ll:u.-.u_'_.'._ wak up :PELa]ﬂle |1}l the :I}lf:]!wifrll_
prainng at 24 hpl and, a3 conld be expected, mch a
respomé was bagically absent in the THFR] KO mice,
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The Fas and Fas-ligand system has been extensively
described as a prototypic inducer of the extrinsic cell
death pathway. Accordingly, Fis expression was induced
at § hr after brain injury, but no differences between
strains were observed at thas point. However, at 24 hpl,
althovgh mBENA levels continued increasing in WT am-
mals, a decreased expression was noted in THNFR1 KO
mice, suggesiing thar, whereas TNFR1 mught not be
invalved in pamary stages of Fas induction, it is neces-
sary in the reinforcement of its response. These FUFP and
FAS resulis are consistent  with  the caspase-3  and
TUNEL results (see above), which altogether suggest an
axidative stress=independent, important role of TNFR1
signaling for controlling apoptosis during the cryolesion

Intedeukin-converting enzvime {JCE} expresion was
reduced afier ervolasion, bwt no invalvement of TINFR1
was observed. Neither anmapoprotic gene Bel-2 nor pra-
apoptotic gene p53 was altered by cryolesion at any tme
point undied, except for a shight, bur not significant, in-
crease in p33 expresion observed in W mice; neverthe-
less, such a tendency was not observed i the TNFRI
KO mice, and indeed two-way ANOVA detected a shight
s significamt recduction of pS3 mENA levels,

THFR1 Regulates MMP/TIMP Expression
After Cryolesion

MMP3, 29, 12, and -14 were induced by cryole-
ston {Fig. Tab). MMP3S levels were below the detection
limir in unlesioned mice bur were up-regulated ar 8 hpl,
increasing even further ar 24 hpl. THFR1 KO mice
showed lower induction of MMP3 compared with WT
mice after cryolesion, MMP12 was down-regulated in
THFR1 KO mice compared with WT mice at all nme
poine analyvzed, including unlesioned mice, suggesting a
rale of TNFR1 in the phyvsiclogical regulation of this
factor, MMP? and MMP14 were abo induced by ¢rya-
lesion at 24 hpl, but no differences among strams were
noted. MMP11 expression was not modified by cryole-
sion or by THNFR 1 absence.

Tissue inhibitors of MMPs [TIMPYO were also
studied (Fig. 8ab). TIMP-1 mBRMNA was undetecrable in
unlesioned animals but was up=regulated by the cryale-
sion, the highest level being observed at 24 hpl,
THNFRI1 null mice showed a reduced inductoon of this
gene. TIMP-3, but not TIMP-2, was altered by cryole-
ston, showing a slight inerease at 8 hipl. Neither TIMP-3
nor TIMP-2 presented differences berween genotypes.

Lack of THNFR1 Does Mot Aflect
Meurotrophin Expression

By immunchistochemistry, cells positive for N'T-3
were increased by the lesion {not shown), bur no differ-
ences were observed among stramns at 3=7 dpl (Fig. 3).
When gene expresion of several nenrotrophic facrors
was analyzed, similar results were obtained. Thus, bran-

derived neurotrophic factor (BDMNF) expresion, bur not
that of merve growth factor (NGF} and glial-derived

TNFRI Enhances Brain Inflammation Tirg

neurotraphic factor {GDNF; which nevertheless tended
to increase), was increased by the corvolesion, and
THFR deficiency did nor affect any of these responses
(Fig. Sa.b}.

DISCLISSION

Roles of THNF-u Receptors in Response to
Brain Injury Are Diverse

We have studicd the role(s) of a major proinflam-
matory cytokine, TNF-a, on the response of the bran
to traumaric brain injury, one of the main canses of dis-
ability and death, especially among voung people. To
this end, we have wed a eryolesion procedure and have
taken advantage of transgemic mice m which either the
type | or the wwpe 11 receptor of TNF-oo has been
knocked our. As stated abave, we have used this :'r}'u]c-
ston procedure extensively, in stdies in which a major
role of another cytokine, IL-6, was demonstrated {Pen-
kowa er al., 1999 XKWk b Maolinero et al,, 2003: Poul-
sen et oal, 2005). Cyiokines often show overlapping
effects, and, not surpnsingly, 1L-6 could not account for
all the effects of the inflaimmatory response caused by
cryolesion, suggeiring  that  other factors might  be
invalved in the contral of these responses. As also seen
in this study, THNF-o 15 dramatically up-regulated b'i the
eryolesion and thus may be one of the factors underlving
the response of the CNS to damage. Our resuls indeed
support this assumption. As expected, cryomnjury pro-
duced an mflammatory response, with prototypic inflam-
matory cell infiliration, esablishment of an acute-phase
response, ghial reacoivity, and increased oxidarive stress
and apoptotic cell death in the border of the lesion. The
intensity of many of these responses was lower in mice
lacking TWFR1 bur not THNFR2, demonstraring 1 role
of TWF-to in the esublishment of the inflammarory
respomse and in the activation of proapoptotic pathways
signaling through TINFR1,

Several expenmental models of ischema  and
travmia have demonstrated that an acute and transient
up-regulation of brainm TNF-ox occurs at the site of
injury (Dopp et al, 1997; Shohami er al., 1999 Arnen
et oal, 2000:; Rarvich et al, 2003 Lambersen et al,
20051, What the physiological functionfs) of TNF-x
could be remaine to be resolved, in that numerons sid-
ies show both newroprotective and nenroparhological
effects of this cytokine, depending on the wwpe of cell,
production of other ql:ukﬁu:s oxidative siress, experi=
mental paradigm, tming, ete. (Mufioz-Fernandez and
Fresno, 1998 Shohami er al | ]":I"fil‘}'_ Little er al,, MK2).

The generation of transgenic mice has been very
useful in general for ascemaining the role of a given pro-
tein in complex biological sviems such as this, and
indeed some resuls have already been gathered for the
role of THEF-o0 in some maodels of brain mjury. Thus, mn
the pioneering study of Marmson and collaborators with
mice dehicient in both TNFR1 and TNFR2Z (Bruce
et al., 1996}, it was clearly shown that damage 10 neu-
rons camsed by either focal cerebral ischemia (middle
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cereliral artéry oecludon, MCAOY or kalnic acid

induced sorures war exacerbated mn the shsence of
THP-a signabing, indicating a neuroprotectve role of
THNE-a in vive and that micregliotis was blunted, dem-
|!||:|lril.Li!:E dn I."ﬁl‘lllia] Irl]P in "Ijli.l}' 'iEJL']'IJ-I E"I.-] irmrnune
remponse 10 the CNS Moreover, in v studhes alss
demonstated a stgmbicant rele of THP-& in neuronal

?ll:"ﬂv‘.ﬂ per @ and in KA -treated L'E*:n:, as weel] as 1n
astrocyte prodideraton. The same group demonstated
that these peuroprotectve effects of THNF-a bhkely are
mediated by THNER1 but not THNPRZ (Gary et al,
|'}qﬂ_:| In combrast, herth rE:t'.E‘?llrr-: dr meciate ]ﬂl:,"iill-]lllﬁii
cal effects 1n an animal model of malaple selerons, EAE:
thus THEE1 KO mice show a delayed onset of the dis
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gate and ]P;ﬂ. SETETE OO whes reas. in THFR2 LL_J
mIcE, EﬁE wir doamatically exscerbated (Eugster et al,

1999). This indhcates opposng roles of the vwo signaling
spsteme in this experimental model of CINS disease. Sim-
far conclusions {wi'IJ': ithe &= eplion of a more drarmatic
phenotype of TNFR1 KO mice) were armved at by
Euvau::i.‘;t_IjIL arscl l.r.nl!tiguh (206000},

A l|!:|'.ul“||.:g'|| a.lla]:.".ﬁ of the ole of THME-& in the
EAE model incicates that this cytolane 12 oot emengal
for the inflammation of CMNS or for demyebnation o
develop, but that it it codeal for EAE initiadon and for
III"H:EIIJJL'iILE l‘_LJE" Ellﬁﬂ:llllllul‘l:" {F“ hﬂl’Ei killg [}"‘.I[ulf 1]1‘[]?
T cells) 1mto the CNS parenchyma (Probert et al | 2000
Probest and .l."l.‘.ﬂ.l‘h"'.'ﬂ!l'.llu. E'G":ll::l I::ll‘.t:.trl.iuﬁ]:r. THE-u
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nat enly can cause demyelination but also promotes the
praliferation of ohigodendrocyte progenitors and remyeli=
nation in the roxin-based cuprizone model (Amen et al.,
20001}, again highlighung the dual rale of this cytokine.

The apparent neuroprotective role of TNFR2 and
the opposite role of TNFR1 has been reinforced by
some in virro smudies (Yang er al, 2002, bur it is clear
that this cannot be comsidered a general feature. For
instance, no effect on celk following deletion of either
TNFR1 ar TMFR2, alone, is observed in the axorom-
ized facial motor nucleus model (Raavich et al,, 2002},
amd a detrimental role of TNFR2 bur not of TNFR1 =
seen in expenmental cercbral malaria (Lucas et al,
1997). A proinflimmatory mole of TNFR2 ar the level
of the CNS wvascular endothehum, leading to vessel
acclusion and secondary muliifocal ischemic injury, has
albo been dhown in a2 “humanized”  mamsmembrane
THNF/THNFR2 mansgenic mouse mode]l  {Akassoglon
et al, 203} In the axotomized facial motor nucleus
midel, nevertheless, an almost complete prevention of
cell death s seen when both TNFRs are not presen,
suggesting a detrimental role of THNF-e {Raivich et al.,
2002}, in sharp contrast to the ischemia and KA models
discussed above.

THFR1 but Nat TNFR2 Deficiency [Decreases the
Inflammatory Response and Apoptosis Withouwt
Affecting Oxidative Stress

The above-mentioned data gathered with a trans-
genic approach similar o that of this smdy clearly show
that the roles of TNF-oo may depend on the twpe of
imjury being cavsed to the CNS Our results with the
crvolesion model of tmumate bram injury (TBI) could
therefore add some insight in this regard, in thar, in the
few studies carried out with other TBI models, conflict-
ing resulis still persist. Thus, in the cortical impact model
of TBI, an exacerbation of damage {Jesion volume and
BBB disrupuon) was observed in mice lacking both
THNFR1 and TNFR2 7 days after imury, whach mugle
be related o a decreased NF=-kB activation and sulse-
quent lower inducrion of i trger genes, such as manga-
nese superoxide dismutase M5S0, Sullivan et al.,
19949}, Samilir conclusions were reached with a model af
travmatic spinal cord injury by Kim and colleagues
(2001}, who in additon repomed increased cell deach
and poorer nenrological outcome for up o 4 weeks after
injury in mice deficient in either TNFR1 or TNFRZ,
In comtrast, for TWNF KO mice subjected o corical
impact TBI, it has been reported thar there is 2 less
impaired neurological motor function in the acute past-
traumatic period (2 dpl) and the opposite at later times
{up to 4 weeks), suggesting a deleterions role of THNF-n
in the acute postranmatic period and a beneficial one in
the long term (Scherbel er al, 199%. Our study
extended up to 7 days postnjury, and the resols suggest
a detrimental role of TNF-oo by signaling through
THNFRA during this time period, judging by the apopio-
sis observed ar the border of the lesion. The reasons
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underlying this eflect remain to be fully established, but
a number of possibilities can be discussed.

Farst, the resuls clearly demonstrate  thar the
inflammatory  response was decreased in the THNER
KO moce. This was already obvious by the general
reduction in the immunostaiming for markers of astrocyte
reactivity  (GFAP) and microgha/macrophage recruic-
ment and activaton (F4/80, IL-10) as well as that for
T=cell infiltratian (C3) at 3 and 7 dpl. More quantita-
tive results ar the gene expresion level fully confirmed
such a reduction, with sigmficant decreases in the induc-
tion of GFAP; host response genes, including the acute-
phase response gene EB22/5% (Campbell er al., 1994
and inflammatory cytokines. It s important to nore that
these results are consistent with and extend those obtaned
with the middle cerebral antery occlsion (MCAO) maodel
or kainic acid=induced scizures (Bruce ot al, 1996), the
axotomzed factal motor nucleus (Ramvich e al, 1999,
20033), and the EAE model {Probert et al., 2004k Probert
ancl Akassaplou, 2000}, regarding the bmpomance of TNF-
in the contral of Tecell recruitment and gliosis.

The reduction in the inflaimmatory cytokines is in
addition consistent with the reported bower nuclear fac-
tor (MFl=kB activation during TBI in the absence of
THF-a signaling {Sullivan et al, 199%), insofar as IL-
lee B, TNF-or, and [L-6 are target genes of this tran-
scription facror, Inflammarion and m_,.mkmts have repeat-
edly been reported to be coupled to apoprotc pathways
(Poothwell and Hopkins, 1995; Ghirmkar et al., IQ'}B],
so the reduction observed n the TNFR1 KO mice
likely will be contriburing ro the reduction of cell dearh.

Second, a further possibilioy for the lower damage
after injury observed in the TNFR1 KO mice coukd be
a decreased oxidarive scress. In TBI as well a5 in rany
other CNS injury models, oxidarive stress 15 known o
be mcreased (Braughler and Hall, 198%), and there are
some studies that suggest a role of TNF-a, but again the
resulis are contradictory. Thus, in transgenic mice defi-
cient in both TNF-o receptors, a higher oxidative stress
was observed in the hippocampus following KA-<induced
seizures, perhaps because MnSOD up-regulation was
blunted {(Bruce er al., 1996). Onidative stress was not
measured, but the loss of MnSOD wp-regulinon also
was observed in the comical impact model (Sullivan
et al., 1999}, Sullivan et al. suggested that the resulis
were in accordance with the general view of THF-o
angd NF=kB as neuroprotective factons agunst oxadative
insults and alke would be consistent with the notion of
MF-kB actvation as an antapoprotic mechanism (Sulli-
wan et al., 19%%, and references therein).

Mevertheless, other studies demonstrate  potent
induction of reactive oxygen species (ROS) by TNF-o
in other cells (note thar both BOS and THF-00 may
activate NF-kB}, which appears 1o be invalved in both
necrosis and apoprosis [Trembovler er al., 2003, Kamata
et al., 215, and references therein), so the role of dus
eytakine in the contral of oxidative stress s not seraighe-
forward, In our sudy, oxidative stress was not affected

by the absence of THWFRI (nor TWNFR.2), so a role of
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aoxidative stress underlying  the decreased cell death
abserved in the border of the lesion of the TNFR1 KO
mice is unclear. A lower level of TNF-a and TNFR 1
absence {Trembovler et al,, 20403} or decreases of the
JNE synthesis or activanon by THNF-oo (Kamata er al,,
20HI5) are factors to consider,

Third, one wvery lkelv explinaton for the
decreased cell death detected in the THNFR1 KO mice
could be that apoptosis-related genes were altered, and
indeed this was the case. Thus, RIP. 2 Getor known o
be involved in the TMNFR1 apoprotic pathway, was not
up-regulated by the crvolesion in the THNER 1 KO mice.
The Fas system has been extensively described a3 a pro-
rorypic inducer of the extrinsic cell death pachway (Lee
et al.,, 2K}, and :u:l:ard.mg]!l.r Fas expression was induced
by the crvolesion, but, agan, this up-regulation was sig=
nificantly decreased in the TNFR1 KO mice, Ablo=
gether, these findings strongly suggese thar TNFR defi-
ciency decreases cell death at the border of the cryole-
sion at least in part becanse of a lower up-regulation af
apoptosis-related genes.

THFRI1 Deficiency Alters MMP/TIMIE but Mot
Meurotrophin Gene Expression After Cryolesion

Both MMPs and TIMPs play a role in the postin-
jury environment following a mechanical injury (Muir
et al., 2002 Werzel et al, 2003} Their activity is regu-
lated after cerebral schemia (Romame et al, 1995;
Gasche et al, 1999 Rosenberg et al, 2001} and edema
iMorita-Fujimura et al., 1999, The repertoire of MMPs
and TIMPs expressed in nevropathological states 15 likely
to be governed by the type and extent of tisue remod-
eling {Jaworski, 206000, With the cryvolesion model, we
found a prominent up-regulation of MMP3, MMPY,
amd MMP12, which 15 consistent wich results obtained
with the cortical impact model of TBI {Wang et al.,
20KH, MMPs form a protease cascade that bears some
similarity to the caspase cascade in terms of amplifying
cell death (Cuener and Opdenakker, 1999, In the
present  study,  signibicant  differences in MMP3  and
MMPI2 were observed berween WT and TNFR1 KO
mice, the latter showing a decreased up-regulanon of
those genes, Interestingly, the same was observed for
TIMP=1, which tightly regulates MMP activity, suggest=
ing a coordinated regulanion of TIMP-1, MMP3, and
MMPI2 (and MMPY to some extent) |J1r T‘\]F—u slgrul—
ing through TNFR1, With regard o tssue repair, no
evident effects of the cryolesion and/or TNFRI absence
on the induction of newrotrophic factors were observed
ather than a small mcrease in BDNF mRNA levels. An
integrated expression of TWF-m and BDMNF in brain
corex has been described (Aloe er al, 19949}, bur we
have been uwnable o show any role of the lack of
THFR1 i BDNF {or NGF and GDNF) response.
However, in thar smudy (Aloe er al, 1999}, THNF-n
overexpresing animak were used, so v s hikely tha
chranic TWNF=no expresion may lead 1o effects differem
from those following acure THI. Alermanvely, we can-

not rule out the existence of compensatory mechanisms
in the TNFR1 KO mice.

The present results show thar, in assessing gene
expression changes, astroghosss, and apoptosis overall,
THNFR1 but mot THNFR2 may be considered an impor-
tant factar dunng the carly phases of an mfammatory
process and in the conrol of apoprosis induced by a
focal freeze injury of the brain cortex. They also suggest
that a TNFR1 blockage after injury could prevent am
exacerbation of response and thus may be a therapeutic

target.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are grateful o D Javier Carrasco,
Sergi Flont, Yasmina Manso, and Pilar Tudela for valua-
ble help. These studies were supported by the Ministeno
de Ciencia v Tecnologia and Feder SAF 2002-01268
and SAF 200500671 and Direccio General de Recerca
20015GHR. 00203 {JLH.); by NIH grants N336979 and
MH62231 (LL.C.); and by The Lundbeck Foundation,
Kathrine og Vigo Skovgaards Fond, Toyota Fonden,
Dir. b Hennksens Fond, The Damsh Medical Ass.
Research Fund, Fru Lily Benthine Lunds Fond, Dagmar
Marshalls Fond, Dir. Jacob Madsen's Fond, and Eva og
Henry Frenkels Mindefond (M),

REFERENCES

Albzisoglor K, Douni F, Baser |, Lasmann H, Koliss G, Proberr Lo
A3, Exclodve tumor necrosis factor (T™NF) sigraling by the p75TRF
receptor trggers inflammatory ichemia in the NS of tansgenic mice.
Proc Matl Acsd Sci U5 A I0HETOR-T14.

Aloe L, Properm F, Probert L, Akamoglon K, Kawiots G, Micera &,
Fiore M. 1995, Leaming abilities, NGF and BDMNF brain levels in two
lises of THF-alpha pamgenic mice, one chimcrenred by nemrological
dimordens, the other phenotypically normal. Brain Bes 84ik125-137.

Arnett HA, Mason ], Manne M, Sooks K, Masehima GR, Ting P
Husl, THF .'||[\h.'| prodEeses Funllfrmmm nl'nlip'u‘lrm‘l.rm-,lr pRegeRIon
ind remyelinason. MNat Meuroec 4211161122,

Bluethmarn H, Ratke J, Sholome N, Thachok M, Koebel P 1994
Esmbliskmen: of the eale of [L-6 and THF secepor 1 sieg gene
knockowt mdce. | Leukoc Biol 56:565-5710,

Bravghber 184, Hall ED. 1989, Central nervom system tranma and stroke.
I Biochemical cormderaisons for oxygon radecal Formation and lipid
peroxddation. Free Badic Biol Med £:288-30].

Brmoce A, Boling "W, Kindy M&, Peschon |, Kraemer I, Carpenter MK,
Holuberg PR, Mapsmoar MEP, 1996, Allered neuroral ard smscroglial
pekparacs o excitoioxic and fchemic bean injury in mice boking THF
recepoors. Mat Med 2TSE-TR

Campbell IL. 1998 Transgeric mice and cytokine actions in the brain:
besdgng the gap between stmociurd and fanctioral peamopathalogy
Brain Roes Bradn Roes Boew 26527336,

Campbell IL, Samima A, Chiang C5. 19594, Expression of the induoci-
be mitric oxide synthase. Correlation with revropathobogy ard elinical
fratmees b mice walk lymphocyde chonomerangeis. | Immasel 153
Jr=-3609,

Carrasco |, Girle M, Penbowa M, Saler AK, Campbel 1L, Hidalgo ]
M, Meallockionetn e wp-regelited in symptomatic mace wish
stpocyie-targened expresson of mmor pecosis Gotoe-alpha, Exp Beu-
ol 165



Resultados

/5

Camascn ), Penkowa M, Girnk M, Caman ], Molieero A, Campbell 11,
Falmater D, Hidilgo ]. 3003, Raole of metaBochionein-11 foll

TNFRI Enhances Brain Inflammation Ti5

Jawroeski DN, 2000, Differencizl regulation of dasee inhibor of mealbe-

central nervons systern damage. Mearobiaol D 13:22-36,

Chan PH. Yang GY. Chen 5F, Cahon E. Epspan ). 1961 Cold-
ipdnced brain edess and mfiechion dee seduced in cransgenic mice
overexprening CoZn-sopercodde dismntase. Arn Meorol 29:482-486,

Chizng C-5, Smlder A, Samimi &, Campbell 1L 1994, Reactive glicai
as a corgequence of interkeukind expresion in the brain. Studies in
IR FARE IR gudoe, Diew Mevgsosc M2 122301

Chomeryraki P, Ssochy M, 1987, Single-seep maethod of BMNA solation
Ty acid guenidicium theocyanate-phenol-chloroform exmaction. Ansd
Biochem 162:156-159,

Cook JL, Mascheselli V, Alem ], Deirdnger PL, Bazan NG 1998
Simulaneom analysis of moliple gene expresion patterrs a3 a funcrion
M’q‘lh-ln[-wm, ijiery o wencence, Dein Res Brain Fes Prowoc &
1=,

Citlpar D, MacGowan SH, Ford IM, Micoll 1A, Geffin WS, Dewar 1),
Cairrs M), Huoghes &, Kehoe PG, Wikock GE. 2093, Tamour
neceens Bcoor-alphs  gene polymsosphisms and Alrhewmer's disese
Mewrosci Lecr 33k61-45.

Cumner ML, Opdenskker G 1995, Plsminogen sctvatoss and matrix
mezloproveases, mediaton of exmecellulr proteolyan in inflammanory
dervpebination of the cental pervos syizem. | Moraimamunel 54014,

Diebatin KM, 2004, Apopeosas pathways in cancer and cancer therapy.
Cancer lrmenal leenarother 533153154

Dopp IM. Mackermee-Graham A, Otero G, Memll JE 1967, Didferen-
| rhrrf-u.h'm. cytokine modulibon, ard qwil'l: fudicong -n-l'q-rr-l
and type-2 tamor pecrosis facor recepion in rat gha. ] Mearoimmanod
0112

Eimner &, Kolkch W, Scheunch P 3. Ligands wordking & reor pron:
reverve dgraling by memben of the THF seperfamaly enhance the plas-
ticity of the immune syirera. Cywokine Growth Facwor Rev 15353
S,

Eshell D0, Buhler L& 20603, Fas ligand-mediated apopiosis in degerera
teve dasordens of the bram. | Clin Irmnmin ol 25:455-344,

Eugster HIY, Frei K. Bachmann I, Bleethmann H. Lassmann H, Fontana
A, 1 Severiny of sympeons and dempelicadion in MOG-indueced
EAE depends on TINFR. Evr ] Immueo] 296205532

Gary DS, Bawce-Keller A Kindy M5, Mirmos MP. 1998, lchemic and
excimtoxic brain imjury s enhanced in mice lacking the p55 tomor
necrenas Gactar reoepoor, | Cereb Blood Flow Metab 18:0285-1287

Gaicke Y. Fupimar: M. Monta-Fapiman ¥, Copin 10, Kawace M, Mas-
wengale | Cham PH. 1996, Baely sppeisance of acoivared matex mesl
Joproteinase-9 after focal cerebrl ischemia in mice: a posable role in
blood-brain barrier dydfunction, | Cereb Blood Flow Meab 1901020
1028

Ghirnikar 5, Lee YL, Eng LE 1598 infammation in traemats bradn
imjury: pale of cytokines and chemokines. Meurochem Res 23373340,

Gisale M, Penkows M, Lage B, Maolineeo A, Hidalgo J. 2002 Mealla-
thiorein-1 + 2 protect the CHS after a focal brin injory. Exp Menrol
175014128

Gregenen B, Lambertsen K. Firsen B, 2000, Microghs and macrophages
are the major source of tumor necroi fictor in permarent middle
cetebra anery occledon in mice. ] Cered Blood Flow Mewb 3055
65,

Harasor B, Fomnback Lo 200 Glil eevronal sdgnaling in the cenceal
nervons system. FASER ] IT:MI-ME

Hicks RE, Li €, Fhang L, Dhillorn HS, Prasad MR, Serogy KB, 1995,
Aleragons in BDNF and kB mBNA levels in the cerebral comex fol-
hvwing experimenial bram rauma in s ] Moo 16:501-500,

Haobbs MV, Weigle WO, Moonan D), Torbett BE. MeBEslly ), Koch
R, Cardenas G). Ereaz D 1993 Paterrs of cytokane gene expresion
Ty O™ T el from org snd ol mice. | lmmanal 1505602
3614,

protes mBEMNA expresion in regponse to intracrarial injory. Glia
I0: 195208,

Kamata H, Honda 5, Maeda 5, Hirata H, Karin M. 3005, Feactive oxy
ger species peamote THFP-o-indisced death and ssmined JNK scriva-
man by inhibiting MAP Kinase phosphatases. Cell 1 3649661

Kim GM, Xu ], Xi 1, Sorg 5K, Yan P, Ka G, Xo XM, Fha CY. 20010,
Tumor necroars factor receptor deletron reduces noclear factor-kappali
actvation, oelbubar inhibigor of apoptosis protein 2 expression, and fonc
wonal recovery alter trmomacic spinal cord Enjury. ] Mewros 206617
E&25.

Knedich F, Schilkng L, Godack ©, Wahl M, Ekrerreach Fl, Siren AL
190%. Temponl profide of exprevgon ard cellolr localization of induci
b mitrie oxide synthase,  irnterboukin-Ibeta and interbenkin converting
erzyme after cryogenic lesion of the rat parietal cortex. Brin e Mol
Brain s 62:73-87,

Lambertsen KL, Meldgaard M, Ladeby B Firsen B. 2005 & gquantizative
stady of macroglial-macrophage snthem of tumaor recrodn Botor dur-
img acete and laze fscal cercbeal schemia momice, | Cereb Blood Flow
Metab 25:119-135.

Lee 3], Henveniste EN. 1995, Adbeton molecule exprewion and regula
ton an cells of the certral nervous system. | Menrsimmura) 957728,

Lee 8], Fhou T, Choi C, Wang &, Benvepiste BN, 30, Digferential
regulation and function of Fas expresdon on gliad cells. | Immuenal 164
1277=1285,

Lee T3, Chan LY. 2002 Heme oxygenase- | mediazes the anei-inflamamna-
wry effece of invedeekin- 10 in mice, Mag Med 8240246,

Lizle AR Benkowic SA. Miller DB, O'Calbighan P 3002, Chemacally
induced neuronal damage and ghosis: enhanced expression of the proin
fammatory chemokine, monocyte chemoatractant protein (MCF)- 1.
withowt 3 cormsponding iscreane i pronfansmatory cyeokimes (1)
Mearoacience 115307 -5H0,

Lizcas R, Jislbed P, Decoster B, Redard M, I'Il:igﬂ I, Digpar %, Caroad
C, Monso-Hinard C, De Kesel T, Boemun WA, Moore MW, Dayer
I, Feers W, Bliecthmann H. Gae GE. 1997 Coucial rale of mamer
pectosin Boror (THF) eecepoor 2 and membrare-boand THF in experi-
mentzl cerebral malaria. Eor ] Immuoeod 27:171%-17125,

MucEwan D). M2, TNF ligards ard recepiom—a matter of life and
death. Br | Phammacol 155855875,

MiacEwan D). 2002b. THF recepior sebrype sigrallieg: differences and
cellislar comsequences. Cell Signal 14:477-3532,

MoGieer EG, McGeer PL. 3003, Inflammatory procesves in Alrhemmer's
i I"n'rg Hﬂl:ﬁpqr\hﬁph.l{lﬁ.ll,ﬁ] Haial hrl'hi.llﬂ 27741749,

Molinero A, Perkowa M, Hemardez ), Camats ], Girle M, Lago N,
Carrzico ). CampbeB L, Hililgo ], 2003 Meullockiorein-1 overes-
peession decreases brin pachology in tranagenic mice with svrocyte-rar-
geted expresion of interlenkin-é. | Mevroparkol Exp Meorol 62:315-
328

Moas-Fupruts Y, Fupres M, Kaweee M. Moaksmi K, Klm GW,
Chan PH. 1999 Iehibigon of mcerflevkin-1bea converting enrvme
family protestes (caspases] redoces cold injury-indoced brain tranma
wd DNA I'l-:uwm'-nu:h'm in mice, | Cereh Blood Flow Meab 19654
42

Monr EM. Adeock KH. Morgenstern DA, Clayeon B von Sallfeed .
Rlodes K, Elhs ©, Fawaerz W, Bogers TH. 3002, Manx meallopre-
texwed ard cheir inhibitos are prodoced by ovedlapping popolisons of
activated astrocytes. Brain Foes Mol Brain Res 100-103-117.

Mufior-Ferrarder MA, Fremo M, 1998 The eobe of mimons necros
tactar, interbeckin 6, interferon-gamma and indocible pitric axide sen-
thave in the developrent ard pathology of the rervois sem. Prog
Menrobiol 36507 =340,

Muakari K, Koende T, Yang G. Cher SF, Mona-Fujgnen ¥, Chan
PH. 1999, Cald injery in mice: 3 model o sredy mecharduen of beain
cilema and pewmonal apoptosis. Frog Mewrobiol 57: 285254



/6

Resultados

Tia Quintana et al.

Clanoew CW. 19593, A mdical kypothesis for pevrodegensmton. Trends
Mewrosci 16:439—444,

Pagerszecher A&, Smlder AR, Campbell IL 1907 BMAse protection
asmays for the simubianeom and semiguantitatve arabpis of muealbple
muine matric metalloproteinze (MMF) and MMP ichibizor mB s
1 Immmenel Methods 306 1-9.

Penkowa 8, Moos T. 1955, Diwuption of the blood-brain interface in
neonatal me neocortex indoces 2 tramsient exprendon of metallochionein
in reactive astrocytes, Glia 13:317-227,

Penkowa M, Moos T, Camasco ), Hadberg H, Molinero &, Bloethmann
H, Hidabgs 1. 19599, Strongly compromised inflammatory response to
brain injary i ntetbeakin-o-deficient mice. Glis 25:545-557,

Penkowa M, Carmsco ], Girlt M, Molices A, Hemander ], Campbell
1L, Hidalga J. 20 Alvered central mervous system cytokine-growth
Toctenr expreiion peofiles and spgogencds dn menalbahionesn-1 & 11
deficient mice. ] Cereb Blood Flow Metab 20011741185

Penkowa M, Gink M, Carco ), Hadbeg H Hidihgo ). 2000b.
Irpaieed inFammarory eesporie snd incressed comdaive smew and nee-
rodegenemtion dber brain injury in interbeukin-f-deficient mice. Ghia
52271285,

Penkows M, Carun ], Gieslt M, Molicero A, Hermonder J, Carrsaco ],
Campbell L. Hidalgo ]. 2003 Metallochiorein-1 overexpression akers
braln ipflapmamon and wimelao brin repair in tEnsgenic mace wich
ump:-nw mncerlenkin- 6 expression. Glia 42287304,

Pouken C, Penkowa M, Borop B, Mislsen FC, Ciceres M, Quintana A,
Molipers A, Carrsco |, Gink M, Hidilgo 1. 065, Brin seiporic to
wazmacic brin mjury in wild type and integleukin-6 krockout mice: 2
microamray anabysis. J. Mearechem 32:417-432,

Peice DL, Siscdaa 55, Boschels DR, 1998, Geeetic mearodegererative
disegess the buman dlnew apd tmesgenic modeb Scence 282:1079-
10E3.

Prober: L, Akssoghon Ko 3001, Ghal expeevson of s ey Gooor
in transgenic arimals: bow do these models reflect the “normal sitea-
thon'? Glia 36:312-219.

Prober: L. Eugster HP, Akasoglas K, Bauer ), Frei K, Liwmaen H.
Fortana & 2000 THFR signalling & critical for the development of
dermpelination and the limsmtion of T-cell resporses during imamuine-
mediated CMNS dinease. Brain 123006052005,

Faivich G, Bohatschek M, Elos CU, Wemer A, Jones 11, Kreutzberng
GW. 1599, Meuroglial scavation mepertaire in the mjured brain: graded
resporse, madecilar mechanioms and cues to physiclogical fonction. Brin
Hoem Brain Foes Foev 30:77-1405.

Baivich G, Lis 20, Kl EU L.'l.’.'n:lw M, Blicthimann H. Bohanchek
M. HHE2. Cy 3 1 of prodndi ory cytolines: combined
deletion of THF mtcpbnn TNFR.I and THFR2 prevents motoneuran
cell deazk siber Bobal sxotorny in sdidk ponse. Bxp Mewrol 178 186-190

Raivick G, Bobanckek M, Wemer A, Jones LL, Galiaro M. Rloss CLI,
Zhi KZ, Plefler K. Lin Z¢. 2003, Lymphocyte infilkation in the
irjiered brsin: sole of prosnflammaiory oviokieer. | Mewrows Res T3
TH=TAN,

Romunic AM, Whize RF, Aslesth Al Oblusin EH, Barore FC. 19928
Matrix metaBoprotei expression increses after cerebral focal ische-
mia in rats: inhibition of matnix metalboprateinase -4 redices infarct wre.
Scroke 39010301050

Raodenbeng GA, Cunningham LA, Wallsce ), Alexander 5, Einda EY,
Grossetese M, Rarhagi &, Miller K, Gearing A, 2001 Immuonohisto-
chemistry of matric metalloproceinaes in reperfiasion injury to rat brain:
sctivation of MMP-9 linked to sromelyin- 1 and micoogha in cell cul-
tares. Brain Fues 893104112

Rooakwell M, 3003, Ietedenkin- 1 and revronal mjery: mvechansnm, modi-
fiation, and therapewic poterzial Brain Bebav Immen 17:152-157.

Raskwell M), Hopkirs 5] 1955, Cymkines and the nervous sywem [
Actons nd mechanisms of sotson. Teendi Mewsosci 18:130-136

Sayer FT, Oudega M, Hagg T. 20602 MNewrotrophing meduce degenera-
won of njured awending sensory and corticespina motor axons in adul
fat spinal cord. Bxp Meural 175:282-206,

Scherbel UL Raghepaki B Makamen M, Sasman KE, Treojsnewdki 10,
Bengebaner E, Manno MW, Mclntash TK. 199 Differental aouce
and chrorae reiporees of tmor necreai ftor-deficient mece o cxperi-
ezl brain inguey, Proc Bad Acad S U S A GRETH-E72E6

Shobami B, Ganpe |, Hallenbeck 10 1596 Dhaad role of tamor necrosis
Boror dphs in brain mjery. Cyrokine Geowth Ficvos Rew 11150500

Stalder &, Pagerstecher &, Kincaid ©, Campbell [L. 1999, Analysis of
gere eapeenson by moltprobe BNase protection sy, In: Tikon HA,
editor. Menmodegeremtion methods and prosocol. Totowa, M) Hurun
Presa, p 53646

Sullivan PG, Broce-Keller 4], Babchessky &G, Christakos 5, Clair DK,
Mattson MP., Scheft 5% 199, Exacerbation of damage ard alered
BF-Lappall semvanon in mace lucking romor peceous Bolor meceplon
after trawmatic braim mjury. | Meaposci 1962486256,

Swvanpsvel GO, Lee HO, Padilla 1. Dl Carto MO, Barsest TAL Miller
510, 200 Trivergent roles for p35 and pT5 mumor necromis fS0ior recep-
wn n the pathogeres of MOG35-55)-induced expeniments] autoim-
miene encephalomelizis. Cell Imminal H0534-335,

Trembovker WV, Abs-Faya 5, Shohamd B M) Synergusn between
mEar neceoids Geror-o and HaOy enhances d.u'ruge im omr POID cell
Mewroact Letz 353:115-118.

Wang . Cao X, Wang |, Thang W, Teo (1 ¥e T, 2000 Mucrophage
activation of kymphoma-bearing mice by liposome-mediated intraperi-
taneal [L-2 and [L-6 gene therapy. Chin Med § 115381285

Wewmel M. Fosenbeng GA, Cunningham LA 2003, Tiswme inhibimor of miez-
alloprotemnaies-3 and mank metalloproteingie-3 eegulate nesronal sonsi-
vy tod becin-andiced spopeoia, Bue | Mew et D8 10501060

Wang L, Lirdkalm K, Konohi Y. Li B, Shen ¥, 20602, Targer deplesion
of dsizincy mamor necrsn fceos gecepior abrypes eveskh hippocampal
reuron death and sordval throogh different sgral tansdoctiion path-
ways, | Meuposcd 32 MR5-5002,

Vankner B 19% . Mechanioma of newroral degeneration in Alrheimer's
divease. Meuron 1621932,




Resultados /7

Trabajo 2

Los mecanismos de actuacion de los receptores del
TNF-a tras lesion son diferentes: TNFR1 seria pro-
inflamatorio mientras que TNFR2 esta implicado en la
activacion de multiples mecanismos implicados en
plasticidad sinaptica.

Diverging mechanisms for TNF-ctL receptors in normal mouse brains and in
functional recovery after injury: From gene to behavior

Journal of Neuroscience Research 85:2668-85. (2007)
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Diverging Mechanisms for TNF-«
Receptors in Normal Mouse Brains
and in Functional Recovery After Injury:

From Gene to Behavior

Albert Quintana,! Amalia Molinero,' Sergi Florit," Yasmina Manso,'
Gemma Comes, Javier Carrasco,” Mercedes Giralt,’ Rehannah Borup,”
Finn Cilius MNiclsen,” Iain L. Camphbell,” Milena Penkowa,” and Juan Hidnlgﬂ'*
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Cytokines, such as tumour necroses factor (TMFa and
lymphotoxin-c, have been described widely 1o play im-
portant roles in the brain in physiologic conditions and
after fraurnatic injury. However, the exact mechanisms
invalved in their function have not been fully elucidated.
We give some insight on their role by using animals
lacking either Type 1 receptor (TNFRIKC) or Type 2
(TNFRZKO) and ther controls (CSFBYE), Both THFR1KC
and to a greater extent TMFRZKO mice showed in-
creased explorationfactivity neurobehavioral traits in the
hale board tast, such as rearings, haad dippings, and
ambulations, compared with wild-type mice, suggesting
an inhibitory role of TNFR1T/TNFR2 signaling. In contrast,
no significant differences were observed in the elevated
plus maze test, ruling out a major role of these receptors
in the control of anxiety. We next evaluated the response
to a freeze injury to the somatosensorial cortex. The
affect of the eryolesion on motor function was evaluated
with the horizontal ladder beam test, and the results
showed that both THFR1KO and TNFR2KDO mice made
fewer arrors, suggesting a detrimental rale for TNFR1S
THFR2 signaling for coping with brain damage, Expres-
sion of ~ 22600 genes was analyzed using an Affymetrix
chip (MOE430A) at O (unlesioned), 1, or 4 days posi-
lasion in the three sirains. The results show a unigue and
major rale of both THF receptors on the pattern of gene
expression elicited by the injury but alsg in normal con-
ditions, and suggest thal blocking of TNFR1/TMNFR2
receptors may be beneficial after a traumatic brain
IMjury.  © 2008 Wikiy-Liss, b

l',_:}'l.t:llc'llu.'\ are low molecular welght proteins that
are involved in many cell communication processes both
imn ]Jl:},'hiulug'n; aned E.n.ﬂ!]m]:l:l}'r.h.h]ugid.: situations, Among
them, mterleukin (IL)-1, IL-6 and twmor necrosis fctor
(TMF)-oe have classically been considered a5 key plavers in

© 2006 Willey-Liss, Ine.

diverse biologic processes. These fGotors were first suggested
A5 main participants i response o injury (JRothwell and
Hopking, 1995) because they are nvolved m the establish-
ment and maintenance of the inflammatory  response
eccurming after injury, being produced by or act on van-
o cell types such as lvmphocyres, endothelial cells, and
macrephage/microgha, producing secondary  damaging
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effeets that i wm lead o anphocyee recruitment and
activation and may cavze newronal cell deach (Bluethmann
et al, 1994 Lee and Benvemste, 19990 Lee and Chau,
20H2; Hamsson and Wonnback, 2000; Raivich er al,,
20603). Their role ar a physiologic level 15 also cmerging as
an amportant one, however, with effects being desenbed
in the penphery but alse i the central nervous system
(CHN3) (Munoz-Fernindez and Fresno, 1998, Gregersen
<t al., 2000,

Although being considered as “classic” cvrokines and
being studied for mamy vears, the exact acnons of TNF-wo,
IL-1, andd 1L-6 within the brain are far from being eluci-
dated completely. [n this mgm] ThF-x might be the
mast elusive cyrokine. THFo s a pleiomopic cyrokine chae
affects synaptic signaling (Stellwagen and Malenka, 20046)
aned hias been suggested to play a role on mowse exploratory
activity (Fiore et al., 998}, sugzesting |]:h3-:'iolcu[:jf: actions
111‘1."I.IL ﬂ}'tul:hl{: from 1,!!_!".?4.'.111I!rlll.'.rll: W learning processes,
After CNS injury THF-o is dramarically upregulaced,
being involved o the actvation, proliteration, and hyper
trophy of mononuclear, phagooytic cells, and gliosis, and
eventaally in the indation of apoprosis. TINFa exerts it
bralogical functons via mtereton with two receptors, 35
kDo Type 1 recepror (TNEFR) and 75 kDa Type 2 recep-
wor {TMFR.2) that seems o mediate sigmficancly differenc
functions in several diseases (MacEwan, 20023 b as well as
in animal meodels (Rothwell and Hopking, 1995; Fiore
et al., 1998). TNFILL presens a homologous cyroplasmic
domain known as the death doman (D), shared wich
other receprors from the same superfamily of deach recep-
tors, whneh mcludes Fas/APO-17CD095 (Debating, 2004),
TMHER2, alkkhough not possesing a DD sequence, can also
lead o apoprogis via adapror proteins, and has been
involved in the control of cell proliteration and the climi-
mation of auto reactive cffeetar cells in 2 EAE paradign
[Suvannaveih et al., 200000, The related cviokine, lvinpho-
roxin-o (known formerly as THE-B), also signalz through
THFR (Bossen et al,, 2006),

Depending on the mode]l wsed and on the dming
studicd, the effect of TRPx vares, showing beneficaal
and detrimental effects. This has gaiven nise to the concept
of a dual role, suggewing THNFx might be detrimental
during the first stages after an injury but benetficial for the
recovery (Shohami er al,, 1999), It s interesting 1w note
that this concept of a dual role 15 alsa being applied o the
infamiation. [0 reimains unclear what rale that inflamina-
vion may have. Infanmation may be considered az a pro-
rective mechanism thae isolaves che injured arca, destroys
atfected cells, and repairs the extra-cellular matrix; how-
ever, chronic presence of inflammatory mediators may
be followed by imcrcascd oxidative stress and oell deach
(Shohami ot al., 1997, Munoz-Fernandez and Fresna, 199%;
Hicks er al., 1999, Sayer et al., Z002; Allan and Rodhwell,
"'UU*I:I [t is imporant to clucddate this concept as inflamma-
||11|:| " |;,|:1r||r|u_1|1 (%3 Ny l:_ N‘;l ]1 l.i,]uvluglq'\ |11r_|1,1|;||11p;
stroke, seizures, trauma, bchemia (Obnow, 1993, Gilks
et al, 1998 Penkowa et al,, 1999%; Camrasco et al,, 2000,
andd nevrodegeneranve disorders such as le]u'ilru:r"i anl
Parkinson's diseases (Yankner, 1996; Campbell, 1998).
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Among all these CNS insules, maumatic brain imjury
(TBI is one m’ the leading canses of disability and death
in the world, espeaially AMong young people (Prns and
Howda 3](:!.!] thus making 1t vital to uwnderstand the
mechantsms wwolved. The smudy of the sequence of
inflamematory cascade activation and the rale of cach me-
diavor in the regulation of this proces may provide some
imig]u: into when and why the damaging role of inflam-
mation overrides the protective role, Crvoledon of the
parictal comex 15 an established -u:xprnnu:—nul model
(Cook et al., 1998) that teatures a standardized focal BBB
disruption, rIIH'S‘S-'i'I."L' bram edema, ghesis, recruitment of
inflammarory cells, necrotie and apoprotic death, and
upregnlation of a number of genes amempring to increase
mctronl survival and promoting the regeneration of brain
parenchyma. We descnbed recently char THEFR but not
TMFRZ was ivolved in the induction of inflammation-
related genes up w24 b pou-lesion alter cryolesion,
showing a dewrimental effecr ar 3 or 7 days pose-lesion
(dpl} (Cuanmana v al,, 2005, We confirm and extend
those results by taking advantage of the Affymetnx micro-
armay technelogy analyzing the expression of ~ 22,600
genes o clanty the downstream sigmaling pathways of
THFRA and THFR2 receprors.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Breeding pairs of homorygous THNFR 1 and TRFRZ null
e (THNFR T and TMFRIKO, respectively) were provided by
Horst Blusthmann (Hoffinann-la Rooche, Basel, Switeerland),
and maintained on the inbred C37TBELAG genetic background,
Comrol wild=type (WT) mice (C5TBLAG) were wsed i oall
expenments. All mice were kept under constani temperatare
and with Iree aceess to leod and water, All experimental proce-
dures were approved by the Ethical Comnuttee of Comissid
" Experimentacio animal del Deparament d* Agricalwra, Ram-
aderia | Pexea de la Generalitn de Catalunya.

Elevated Plus-Maze test

The elevated plus-naee test (Pellow and File, 1986) was
adapred w fie mice size and consisted of Four white wooden
arms (20 cm) oot nght angles w each other, connected o 2
central square. The apparans 65 elevaved 50 cm abowve the
Aewor. Twer of the oppasite arms present high walls [enclosed
armiis, 15 cin high) and the other twe are the open anns that
have a 0.5-cm ndge to provide an additconal gnp. Bach a5
divided imeo three equal sections. Mice were plhced facing a
closed amm and the subject was comsidered w be inoa given
armt when all four paws were inside. A& black cunain sur-
rounded the pluws-maze o0 numnize extemal mfluences and a
W owhite bulb was [ﬂn;‘cd 1.200 m above the center of the
apparatus. The procedure lasted 5 min. The ome spent in
open and closed ams, btency o the fing open arm eniry,
mumber of entries (withy all four paws), ambulaoms o each
iype of arm number of sconons entered wathan a gven anm),
rearings, defecations, and tme spent in opendenclosed armns
wiere mseasured.
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Hale Board Test

The hole-board (File and Wardill, 1975), sdapred w
mice size, comsted of 3 white recangular box (40 cm X
A e 220 an) widh a Heor doaded e 16 equal squares,
contaming four eniply holes (diameter = 5 em). Each anunal
was placed initially in the periphery ol the apparats facing
the wall, A black curan surrounded the plis-mare o nni-
ntize catermal influences and a 40 W white bull was placed
1.200 e alsowe ihe cenire of the appamius. The procedurc
lasied for 3 mun, The number of central and penpheral ambu-
lations (wath all four paws inwe the above mentioned squares),
defecations, rearmgs, bteney, and number of holes explored
were mexsured.

Horizontal Ladder Beam Test

The honmzontal ladder beam [Columbus  Inarumenis,
Columbuag, OH) s desigmed for a gpeafic et of gt errors in
sl subjects (rats or mice). It comnsize of an elevated (50 cm),
marrow ladder (Iength 1255 e}, meoumied in a horizonial
position. At ong end there 12 a dark hide box of 305 ¢ns length,
Subjecz are placed on the far end of the Iadder and normally
make their way directly acrow the bdder to the secunty of the
opaque hide. Duning the experiment, room lights are switched
off and a 40 W hghe 15 placed m the fr end of the dder.

Subjects are precomsdioned by wang a shocker sel a
J oA, Wath the shock on conunuoudy, any dhp between the
ladder rungs o wuch the lower plae resuliz inoan aversive
ibock, There b a 2 5=cm wparaoon bevween rungs. Precoadi-
uoning takes place duning four comsecunve days, widh three -
als o 2 wum each. Alter precondionng, e subjecs are taen
tested by a sensor. In sensor mode, cach slip or gait emor that
causes 3 toach on the lower plae is registered a5 4 count on
the front pancl counter and rear panel oapue. Annals only
carry out one trial during this period. The west was camied ou

before the leson (Day 5) and at 4 days posi-lesson (dpl).

Cryvolesion Procedure

Adule mace (3=4 montde age) were keaoned under 1.5%
ioflurane anesthesia (1 L/m osygen flow), The skull over the
nghi [rontopanetal comes was exposed and a foeal ervo mury
was camied out a5 descnbed  previcasly (Penkewa et al,
1Pray using a Od-cm diameter dry iee peller. Animals were
allowed o recover and retumied w the amimal room, and
were subsequently sacrificed s different ime poines alter cry-
olesion: 1 dpl or 4 dpl for mecroarmy studhes, and 2 days post-
lesion (dply, 3 dpl, or & dpl for RMAse protection assay stadics
(BPAY An idependent expennient was carmied out to check
whether the operation isell’ [SHAM animals) had any conse-
quence i bram gene expresion. Ammal were ownficed a
different tme poins after surgery (1 2, or 3 days alter sur-
gery) and compared wath narce animals. Another st of am-
mals were sacrficed at & hr pml-'l.,-:inn q_hpl]- or 24 hpi lor in-
situ hybrdizaion (I5H) soudies.

I all cases, the ipsilateral comex were dimecied, frozen
i liguad sivrogen, and swored o B0OC faor microarryy and
RPA analyses. We used the whole ipsilateral cortex rather
than amempring o we the damaged area only. This was done
because cryolesion produces 3 large lesion but e determane

the otz of the leson by eve when carmying out the disec-
tion i1 nod sraight lrward. To climinate the sk of mcuming
sigmitlicant errors froon animal o ammal the entire cortex was
remioved. We acknowledge, nevertheless, thar this cawses a
diduting effect that decrcases sonsipviy o the assay and may
cause the loss of sigmilicant changes in low-expresion genes.
For [SH, the whole bran was submerged i chilled sopentane
belore freczing in lquid nitregen and stored at —BOOC,

Gene Expression and DNA Microarsay Analysix

Totl BRMNA wis wolated lrom each hamsphere cortex
ample uwang TRzl reagent (Invitrogen, Carkbad, CA) and
fumlier purified with BMeasvl kit (Qiagen, Alberslund, Den-
mark). Punficd RNA (5 g was wed o syntheare double-
stranded cDMA wing Superscript Chodce System (Invitrogen)
with an olige-dT primer containing a T7 RMNA polymerase
promoder (GenSet, Evey, France), The cDMNA was wed w2
template for i vilre IENWCAPHON meaclion o dynthesie
biotin-labeled antizense cRNA (BoArmy High Yield RNA
Trumcrpd Labeling Kt Eneo Diagnesies, Famungdale, NY).
After fagmentation at M0 for 35 mun i ragnientation
Budfer (40 mM Triz, 30 mbd MgOAc, 10 md KOA:), the la-
beled eRNA was hybndized for 16 hre o Affymeins
MOEAI0A arrays (Adfmewrix Inc., Santa Clara, CA) duat con-
tams = 22600 mowse probe sets, The armays were washed and
stained wath phyceerythnn streptavidin wang the Fluadaes S~
tien 400 (Affvmerris Ine). The armye were seanned in the
Gene Armay 2300 scanmer (Affymewriz Inc), a5 described in
the GeneChip (Allfvmetrix Inc.) protocol, w generate fluore-
CENE INages

The vmage hle were mnponied me the soliware pack-
age DMA-Chip Analyzer (dChip) developed by Li and Wong
(200 favailable av hop:/ Swww dohipoorgs. All dhe amay files
were normalived o the amay with the meduon ovenall bright-
ness usng the mulo armay mvanani-set nermalizaton method,
which i based on probe valucs belonging o non-dilferentially
expressed genes between the army being normalized and the
baseline array {the invariant seth. Expression values for each
probe set were caleulated aceording to the perfect match/mis-
naatch diffcrence model.

Gene Filtering

A mumber of analvas methods for Dlermg the genes
being up- or downregulated i the differert conditions were
cxamincd, We wsed a comservative simtegy for the matal Gl-
ering  followed by a standard  statistical  assay,  two-way
APMOVA wath arain, and ervoledon as main fotor [t
Pesahs), Hierarchical clustering of the genes dilferencally
exprosed according w the ANOVA was carned out wang the
AChip software. Funcoonal chssificanon m gene-onology cat-
cgmries ol the genes belongang o cach of the clusters wlenti-
fied was dogee with the DAV program Verion 2.1 (Denmnis
cr al., 2003). All gene-omaology categones with three or more
genes and a Fisher exact probability of <005 were selected,

RMase Protection Assay

Towl BMA of injured ipsilateral corex was solaed
following stndaird methodology, vang commercial ToPure

Journal of Meuroseence Research DMO] 10,1002/ ne
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[solation Feagenmt Kit (Roche). The consruction and chare-
terzation of the muli-probe set for hos-response  [IMNOKS,
Macl, AZ0, MCAM 1, EB2L/5, GFAF) was desenbed else-
where [Chiang et al., 1%84),

For the synthess of & radiolabeled antsense RNA probe
wh, the fnal reaction misture contained 1200 @i, UTP
(3000 Cifnmel, Ameshan) UTE (73 pmel), GTP, ATP,
CTP (2.5 mmal cach). DTT (100 nmal), tanscapiion batler
(1), RMasin (20 U}, TT polymerase (10 U} (all from Prom-
cga, Madison, W, and an cquimalar pool of Exl-lincanaed
templates (150 mg dotal), Doed probe was tdien disoleed
(2.2 2 107 cpospl) i hybodseation buffer and added o 10
pg of waal RNA from brain. Samples were overlsid with
mrineral oil, heated w %OC, and dhen aneubaed ae 567 for
12-16 hr. Single-siranded RMNA was digested with RMNAsc A
and T1. Hybndazed RMA renmmed BMAwe-protecied. RMNA
duplexes were punfied, precipiated, and resolved om 5% ac-
rylamnidesT M ouwrea TBE sequencing gel Dried gels were
placed on Hyperfilms MP film (Amersham, UK) with Kodak
MS imensifving screems (Kodak, Rochester, MY}, and filns
were expoged at —T0°C for 1-7 davs depending on the probe
set and the relative expression of the gene w quantify, The in-
tenaty of the bands was mexured densioonetncally {only for
low-expression genes) or by phosphor imaging and normal-
weed with L32 mIAMA levels.

Metallothionein 1 mBRNA In Sitw Hybridization

Seral coronal cryostat sectons (20epm thick) were cue
from the froren brains with a cryestac (Boescheri-Jung 2500
Frgocut E, Gemmany) and mounted on shdes costed wath
proly t-lvane, which were then mantaimed at 8070 until the
day of the analysie. Mri was mesured udng the cONA pro-
vided generously by Do BLD, Palmiter (Uiniversity of Wash-
ingion, Scaule, WA Preparavon of semse and  amtisense
probes and the in s hybndizaton procedure were camed
o a8 deseribed previowsly [Carmsco et al, 1%E), Auaradi-
ography was camed o exposing the him (Hyperfilm-MP,
Amersham, UK) wo the slides for 3 doys, All sections were
prepared simuloncously and exposed o the me autoradio-
araphic fibe, AT levels were seni-quanttatively detenmined
in three searions of ¢ach Brain arca per animal by measuring
ithe npl,i.r:l densities and the momber of ]1i|5q-|,'l+: in defined areas
with a Leica €@ 500MC sysem (Leica, Germany). The it
values shown are expresed i arbitmry wmts (monber of pixels 2
optical demsity).

Micreautoradiographics were obtained by expoting the
wectiond o an auteradiegraphic emulkbion (Amersham, UK)
amd dq‘\"'llwﬂi :.,'rmii.ug o manuiacturer’s nsirciion, Cells
were coumerstined with thionine.

Statistical Analysis

Resulis were evaluated with one-way or  owo-way
ANOVA depending on the experimend atter checking the ho=
mogeIeaLy ol varaness. When appropriated, post=hoe com-
parisons were carmed out with SNE. All data i the texs and
figures are given as the arithmetic mean (Z5EM) whenever
prossable.
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RESULTS

Lr?Iirmnut of THNFR1 and TNFR2 Signaling
ects Exploratory/Activity Neurobiologic
Traits Bur Mot Anxiery in Mice

The hole board vest ninly evaluates general loco-
motor acovity and exploratory behavior of mice. The
number of quadrant: explored {ambulations) by mice s a
mixed index of locomotor and explormtory activicies,
whereas the number of rearings and head dippings as well
a5 the liency of cach head dip serves a3 2 more precise
assessment for exploratory behavior. Although noo being
designed as an anxiety/fearfulness test, this can somewhat
b mssessed taking into account the mamber of inner gquad-
rant ambuladons (where the protection of walls is lost)
and the number of defecations dunng the et

Anmmals lacking either TNFRL or THNFR2 (o a
greater extent) presented an overall increase in the num-
ber of ambulations, suggesting an increase in locomaotor’
exploratory activity (Fig. 1, top). This increate was due
exclsively o a higher aouviy i outer  quadranes,
whereas the number of inner ambulations was not signifi-
cantly  different, sugeesting that anxiety may not be
affected by signaling through these receptors, In agree-
ment with this, the number of defecations did not differ
berween strains. A more significant role of TREFR2 in ex-
Flurnmr}' behavior was also shown by the inoreased num-
wer of hewd dippings fand the same tendency for ther
length) and rearings observed in the TNFR2KO mice
compared with THFR KO or WT mice, indicating dif-
ferent roles for cach recepror in thewe behavioral traies.

As stated previously, the hole board test was not
destgned o west anxiery, alchough ic likely had an influ-
ence on the reolts, This it was evaluated further by
means of the elevared plus maze vest (Fig. |, middle). The
time an animal spends in the open anns or the number of
ambulabions in tEt- open armms 15 wed as an inverse index
of anxiety in mice. Although there was some twendency
tor decreased time spent i the open arms for both KO
arraing, this did not veach sarisical significance. Further
supporting the hypothesis that anxicty/fearfulness is not
alfeered l‘a-:,.' THFIL i,II.:'l.Ii:jl:"I!i':g'., deteeations did nor differ
froan Wl mibce.

Locomotor Impatrment Cassed by a
Focal Brain Injury s Reduced in Animals
Lacking TNF Receptors

Putative clinical svmproms elicited by the cryvelesion
of the comex were evaluated with the horizontal ladder
beam.  Inercstngly, 2 difference beoween W and
THFR1 or THFR2KO mice showed op durnng the
training phase: W mice scored worse that both KO
sirains from the very begiming (not showe), possably, a
least in par, becavse of the differences in locomotor ac-
tivity deeribed above, Therefore, before ledoning, cma
phasis was put o achieving a comparable baseline for all
atraing, which was obvious after 4 days of traning (not
shown} and on Day 5, when the mice were tested in the
ladder beam before being cryolesioned (Fig. 1, botwom).
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g 1. Hole board (top), devated plus maze (middle) and honzon-

ral lsdder beam (botrom) seals obodped o owildrype (C57),

TRER knockous muee [TRNELIKCY, and TREL? knock-out nilce
(THFR2ZKO), For the rwo firss rees, o — & o — 13, and » — % for
W, THNFRRIED, and THNFRZED, mopectivedy, =1 < (LG, "9 <
il v, n':pw'n'r.l wT L] o For rhe homeaneal ladder bBeam,
uw=>5m="Tand n = 4 *F < 005 v respective conral group. In
this tesz an effect of the bsion wis ohserved in all seraaes (P < 0L05),
Foesiles are mcan = SEM

As expected, cryo 1|1)l.1r} of the cortex increased signifi-
-;Jr|1|1 the number of emrors recorded inall strins at -Indlﬂ
but this number was higher in the WT mice than m the
two KO strains (Fig. 1, bowom), These results suggest
strongly 3 detmmental role for TNFR1STNEFRE w the
recovery of the lesion.

Analysis of Global Gene Expression by Microarrays

Taking into consideration the resulis shown above,
we decided o look for gene expression changes ocourring
in the brin due to the crvaleion that may be respomsible
for the beneficial effects observed in animals lacking TNF
receptors. Lo this end, we took advantage of a valuable
tonl such as microarray chips to assess the expression of as
many as -~ 226000 genes at the same ome. Unlesioned
antmals were also included.

As deseribed in a previous study (Poulsen et al., 2005)
wing dChip software  (hops/Swwwedchiporg for more
derals) we generated a combined gene st by companng the
genes up- and downregulated at cach time point for cach
strain with the unbesioned WT mice. The used critenia to
identif the genes were: 1.5-fold change (508 increase or
4.|d_'qn.'nn;;] aned an abwolaee 4_'11:u|g4.' 1 d.'xpn;'“iﬂ:n waluaes of 10K
expression units. With this procedure a st of 555 D5 (cor-
respanding to 477 poenes) was produced, Because several
animals per group were analvzed we idemtified which
among these genes were statistically significantly atfected.
I'o this end, the expression values were exported o a sand-
ard statwstical software, SPS5x (53PS5. Chicago, IL), where a
conventamal two-way ANOVA wis carmed out (Dmings of
lesion and strain as main ficeors, P < 0.03). Alchough com-
paring oo similar publiched array analysis the number of ani-
muals has been -:'I.:v.m.ﬁ.l {n = 3 for cach tme oI, exccp
for 57 4 dpl n = 2, a total of 26 mce), it is stll not high
enough to ensare thar ANOVA is able to pick up all afectad
genes. In many occsions a given gene only changed i
expression i a single oming, dus making i difficule
obain sansacal significance between strams when analyzing
all groups together, as needed for this expenmental desagn,
On the other hand, ANOVA i able o idencdfy genes
changing only modertely but in differemt time points,

I'he use of AMOVA reduced dhe number of genes wo
419, As we have described recenty (Poulsen et al., 2005},
cryolesion had a buge impact on gene expression, both a
1 and 4 dpl. OF 419 genes, 258 were affeceed by ¢ rg,nlos.mn
only, B0 genes were found o be affecred by strain only,
and 81 were affecred by both fctors (Suppl. Table 1). The
pattern of expression of these 419 genes was analvzed using
the high-level analysiz “Hicrarchical clusrering” uriliny of
{lf:h.'lp, which clusters the Eeres ,1.:;|,'|.!-n,|'i:1!_r| to their pattern
of cxpression (not shown becavse of s large size thax
miakes it impossible to read the gene names). For the sike
of clarity this large hierarchical clustering has been splic
inte s3x smaller ones: gene: mainly upregulated by the ery
alezion at | dpl (Fig. 2), ar 1-4 dpl (Fig. 3}, or at 4 dpl (Fig.
4}, genes that in contrst were dl.:|11.':|:|'l_'h_l;|1]:|1|,1,|. cither at 1
dpl (Fig. 5) or ar 4 dpl {Fig. 6); and those only affected by
cither TMFIL or THFR2 deficieney (Fig. 7). In all cascs,
cach row represents a gene and each column represents the
meean vale for each sorain and dming. The relautive gene is
expression is color-coded, being red, white and blue colors
CXprCsion level above mweain, mean or lower than e
EXpTEssion of a gene aoross all samples, respectively. Color

'“‘"'"”".' t.l.'-r.n.l..ntl..: n:l.|| the d.llrl.n..l:lu:.'q.. m r\.L.|I.n.l.. 1..."&.PI'I.."|HUI:I.
T |]u|||; acdvantge of the MIH-based DAVID software

(MAVID 20, hap: /#david abec ncifrf, Cgows) (Dennis exal,

Journal of Meuroseence Research DMO] 10,1002/ ne
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Fig. 2 Heerrchical chscering of the suhser of genes (incloding
genes af unknewn maenon) denrified o be agmiicandy (P <
({15} affected by oryolesion and mainly epregulated ac | dpl fnames
can aka be fovnmd in Suppl. Table [} Green dobe Simificant (<
005 cffece of THRFR deficency v WT. Red dobe Sigaficant
[ = 005) effect of TINFRZ dehiciency v, WL, [Color hggare can
e vieswed i e onlive e, which b availsble or woo dnsenchonce,
ey, coan. |
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THFR1RO 4

TNFR2KO

cs7

_ TNFR1KO |&

THFR2ZKO

C57

TNFR1KC £
. TNFR2KO

imegrin alpha &

high mobility group box 2

transforming growth factor, beta 1

Iysosomal membrane glycoprotein 2
complement component 3a receptor 1

C08 antigen

CO53 antigen

integrin beta 1 n receptor beta)
RIKEM DA 1300011C24 gane

lymphocyte cytosolic protein 1

coactosin-like 1 (Dictyostelium)

follistatin-lilke

tubilin, alpha B

B-call leukemia/lymphoma 2 related protein Ala
tripartite motif protein 20

RIKEMN eDMNA 2800073315 gene

DA segment, Chr 14, ERATO Doi 484, ex
5100 calcium binding protein A11 (callzzarin)
fragilis

disabled homaleg 2 (Drosophila)

giial fiorillary acidic protein

cholesterol 25-hydroxylase

glycoprotein 459 B

Mus musculus, clone MGC:28142 IMAGE: 3882042, mRMNA, ..
tenascin C

Fo receptor, IgS, low affinity |b

membranes-spanning 4-domains, subfamily A, member 68
Fe receptor, IgG, low affinity 11|

actin related protein 2/3 complex, subunit 18

cathepsin C

5100 calcium binding protein AS (calocycling
benzodiazrepine recepior, peripheral

guanylate nuclectide binding protein 3

uncoupling protein 2, mitechondrial

transgelin 2

apolipoprotein

interferon induced transmembrane protein 3-like
crystallin, alpha C

transforming growth factor, beta induced, 68 kDa
annexin A2

insulin-like growth factor binding protein 7

nestin

calponin 3, acidic

moesin

angiopoetin-lilke 4

Mus musculus, Similar to tropomyosin 4, cone IMAGE 5345 |
chemokine (C-C motif) ligand 3

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6D
procollagen, type |V, alpha 1

risesomal protein S27-like

arginase 1, |ver

thrombospondin 1

transgeiin

matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein

mini chromosome maintenance deficient 8 (S, cerevisiae)
Van Willebrand factor homolog

Figure 3,
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2003 a functonal clssficaton for all the genes selected n
our aray was cartied oue (Sappl, Table [1). This approach
confinmed that many of the genes vpregulated by cryolesion
can be clasified a0 genes ivolved in responics oo somulus, o
wounding, or to inflaimmanon, whereas many of the genes
downregubated at 1 dpl can be clssified @ gemss invalved in
nieuronal differentiation and those downregulited at 4 dpl are
involved mainly in micrombule sabilioy. This clasification
cnables a better understanding of the different repomes oi-
cited by cryolesion, showing thar in agreement with previous
resuls, this model 15 able o chicie an inflammatory 152 At
the gene level (Poulsen et al,, 2005; Ouantana ¢t al., 2003;
Penkowa et al., 20040).

[t & obvious that it i= not posible w undemake a
thorough discusion for all these genes, and only some of
them wall be discussed as representatve of the overall re-
sponse, Instead of discussing the response o the lesion isclt,
e ]'|:|.1.'4.-. l‘ﬂl."l.l:‘ﬂ.ﬂl.t LEL DT ulyziug lJ'Il!J L.Iu'q:if.u.‘ 1,"1;:5_:{.5. l.‘ll;!l‘i\'ﬂ:l.l. of
cither THFR1 or TRFR2 defidencv. Full informarion s
provided in Figures 2-7 and Supplementary Tables 1 and 2.

Impairment of THF Signaling Affects Early
Transcription Factor Activation

The first stages of the psponse to oryeleson mvolve
the actvarion of many cell signaling and mransenipoon fc-
vors. This acovanon depends on the diverse samul thar the
cell 15 recenvang and will dictate the fite of the cells sur-
rounding the affected area. NFRE, CARBP, e, and o fis
were found among the genes prompaly upregulaced by crv-
aleion (k. 2}, ﬁ|l]'|u|.|gh ot rl::lq‘ll'lllg spatstacal \'iwfli‘l-
cance, all these factors eended o be downregulared in am-
mals lacking any of TMF receptors, C-fos and c-jun can
dimenze to conditute AP-1, which 15 ako mduced by
MEeDE. Caddd 5B and Caddddy, which are genes down
stream NEsB pathway presenred a lower expression both in
THERIEC and THER2KO mice compared with wald-
type mice (Fg 2). These reals would sugeest a reduced
MK E activanon, which can be considered 2 consequence
of THF impairment, THE has been described extensively
o be 2 major acvvaror of NEKB pathway. This is in agree-
ment with our previom work (Chintana et al,, 2005) where
we desenbed many NERE actvated genes to present a
lower induction in TMNFILIKO mice after oryoelesion,
Although many animals were wed (for micoamay stand-
ards), the number may sall noc be high enough for sonsocal
purposes alone, therefore further effort has been placed o
confinn armay results by ather mcans,

THFR1, But Not THMFR2, Is Involved
in Early Inflammatory Response

In our previous work (Quintana ot al,, 2005) we
described from a histopathological view thar only animals

Fig 3 Hierarchical clisterg of e subser of genes {nchidong gene
af unknown funcoon) idennfied w be sguboandy (P < 0L05)
affeceed by crvolesion and mainly upregulated ag 1=4 dpl. [Color fg-
ure can be viewed in the online e, which »n available at waw,
inrerscience. wiley.cmm.|

Jouml ol MNeurcsrsemee Research Di0] 1010027 nr

Role of TNFa Receptors: Microarray Analysis 2675
lacking THERT presented fewer inflammatory  related
markers both at 3 and 7 dpl, and a simplified gene expres-
sion analysis allowed s to observe that this was visible up
o 24 hpl, leading us o propose the TREFR pathway as
the one involved m carly inflammarory response. Mever-
theless, TNFRZKO mice were not evaluated i tha
regard. We extend the gene expresion analysis up o 4
dpl in both THNFILT and THNFRIKO mice, and by using
p.'E.vlu[ pene expression analyvses by Adfvmernx microar-
ravs. In agreement with our previous smdy, TRER 1RO
mice showed a reduced mflammatory response ac 1 dpl, as
many mflammation-related genes downstream prointam-
marory cvtokines signalling pathways, such as inerleibin. 1
receptor,  interleukin-6 driven mmanscriprion factor signal
reansducer and actvator of ranscripion=3 (aar-3), or the
silencer of oytokine sgnaling 3 (seced) were downrega-
laged i TINFILIKO compared with TNFRLIKO or W
mice (Fig. 2), Expresion of chemokines such ae wl3, als,
o, and wl 12 followed the same pamem (Figs. 2=4), and
s did penes involved e the inflammatory response such
as wretallothemeeie 1 and 2 (Fig. 2), which are anti-inflam-
marery Bictors induced a: a resule of e injury, glial
fibrillary acidic provem (ghap) (Fig. 3}, or osue minbitor
of memlloproteinase 1 (g §) expression ar 1 dpl (Fig. 2).
IHowever, no apparent changes were found n expression
of these enes at 4 d|:| Irtween strains (Fig. 4], sugpesting
that the role of TNFRI in inflamamatory response is lim-
ited to the firse phases whereas other ficeors may compen-
sate its action at litter stages,

Gene Expression Is Widely Affected
by TMNFR2 Deficiency

A grear mamber of genes were found w be affected
by THFR2 deficiency i unlesioned mice, and remamed
basically vnchanged after the lesion, Most of them are
founad i Figures 6 and 7, Diverse plysiologeally impor-
tant genes were srikingly downregulated in TNFR2KO
mice, such as the beta subume of cAMP protein kinase
(prebearcll), phospholipase ¢ (pld), and calcineunn B, Type |
(Cubl), which may play a role in leaming and memory
processes, Another important group of genes are mvolved
i microtbule formation and sabilizagon, conribuing
to neuronal development, mamtenance and even cell sur-
vival: these mclude micrombule-associated  proten 113
(ntap 1EY, microtubule-associated protein 2 (mapdh, and
kinesin tamily member 3C (K50,

THHERZ deficiency also downregmlated the expres-
ston of genes involved i symaptic formanon and stalahza-
mon and the control of membrane excitabiicy, such as
synaptotgmin (sprl), dynamin-1 like (dp! 1), SH3-domain
GRB2-like 2 (Sh3pl2), and potasiom voliage-gated chan-
nel, shaker-related subfamaly, beta member 1 (lomab 1)
i(Leicher ot al,, Ty, Orther mteresting genes downrepgu-
laced in THEFR2KO mice are related o the orroid-hor-
mone pathway, including thyrotroph embayonie factor
(ref), the thyrobd-hormone receptor alpha gene (), and
the PFTAIRE protein kinase 1 {;y}I-]‘]l. This family of
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hg 4. Herarchical chistering of the subser of
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Coeen  dose Shgnificant (P < 003 effecr of
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at woara intencbence wiley.coni |
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RIKEN cDMNA 6330415F13 gene

chemokine (C-C molif) ligand 27

TYRO3 prolein fyrosine kinase 3

poliovirus recepilor-related 3

cholecyslokinin B receplor

RIKEN cDMNA 1110008P 14 gena

axpressed saquence ANA408164

RIKEMN cDMA CEIDDISB1T gena

syntaxin 1A (brain)

homer homolog 2 (Drosophila)

FXYD domain-containing ion transport regulator 7

Mus musculus, clone MGC:37881 IMAGE 5137303, mRMNA,
RIKEN cDMA B3305T0N16 geno

CD34 antigen

frizzled-related prolein

seplin 4

milk Tal globule-EGF fTaclor B prolein

RIKEMN cDMNA 1700037815 gene

hairy and enhancer of spiil 5, (Drosophila)

inhibitor of DNA, binding 4

phospholipase A2, group V1 (plalelst-activaling factor acelyl. ..
purinergic receplor P2Y, G-prolein coupled 12

DMA segment, Chr 18, Wayne State Universily 57, expressed
RIKEN cDNA 2410004018 gene

naighbar of Punc E11

dystrophin, muscular dystrophy

dystrobrevin alpha

cyclic nucleotide phosphodiesierase 1

UDP glucuronosytransferase 8

integral membrane protein 24

RIKEM cDMA 2310035M22 gena

phospholipid transfer protein

chemokine (C-X-C motif) igand 12

asparoacylase (aminocacylase) 2

gb-AKDD4B15.1 /DB_XREF=gi-128368280 /GEN=Gucy1a3d /F. ..
O-linked N-acelylglicosamine (GlcMAC) transferasae (UDP-N-...
fibroblast growth faclor 13

protein kinase C, gamma

RAB3B, member RAS oncogene family

rooclietin

RIKEMN cDMA 4631422005 gene

transmembrane 4 superfamily mamber 10

erythrocyte protein band 4 1-like 2

fatty acid desaturasa 2

gap junction membrane channel protein alpha 1

myasin Vi

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 144
endothelial differentiation sphingolipid GG-protein-coupled rece. ..
pleiotrophin

regulalor of G-protein signaling 5

Fige 5. Hierarchical clumerimg of the subser of genes fincduding genes of wnkoown funcrion) iden-
b 1o e sipnihcancly (P < 0.05) affecoed by oryoleson and suaiedy downrepulaced ar 1 dpl
Green doo: Significare (I < 0L05) cifece of TREFR] defoomoy vse W Red dom: Signiheant
(P 008 effecr of TRMERZ |l¢ﬁu'i.-||_':..' we, W, Blick dom: Mgu.lri.‘ﬁu.rly {IF = 008 different
THRFRIEC vs. TRFRIKC. [Color figure can be viewed in the online tsse, which s available at
warw, inremscsence. wilsy. com. |
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troponin C, cardiac/slow skeletal

myasin light chain, alkali, cardiac atria

RIKEN cONA 3010033P07 pene

phospholipase C, bata 1

neural precursor cell expressed, developmentally down-regul. ..

RIKEN cDMA [¥1 30027505 gene

pituitary tumor-transforming 1

cyclin-dependent kinase 5, requlatory subunit (p35)

homer homolog 1 {Orosophila)

gamma-aminobutyric acid (GABA-A) receptor, subunit alpha 1

zinG finger protein 148

endothelial PAS domain protein 1

kinesin family member SA

amyloid beta (Ad4) precursor-like protein 2

RIKEN cOMNA 1110032810 gena

fascin homalog 1, actin bundling protein (Strongylocentrotus). .
rnrmmrrl:md {GABA-A) receptor, subunit beta 3

RIKEM cDnNA 1500031407 gene

oplic atrophy 1 homolog (human)

protein tyrosine phosphatase, receplor type, 5

lestis-specific prolein, Y-encoded-like
RIKEN cDNA 1110003P13 gene
spindlin

solute carrier family 1, member 1

ariadne ubiguitin-conjugating enzyme E2 binding protein hom..,
kmryophern (importin) alpha 1

F-monooxgenase/iryptophan S-monooxgenase activation pro...
protain phosphatase 18, magnaesium depandent, bata isoform
microlubule-associaled protein 2

hypothetical protein MGC36325

RAS guanyl releasing protein 1

brain cDNA 7

ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit a soform 4
Mus musculus adult male olfactory brain cONA, RIKEN full-le...
RIKEM cOMNA 2810452608 gena

ets variant gene 5

regulater of G-protein signaling 4

early growth response 1

sulfotransferase family 44, member 1
Fhydrosy-3-mathylglutany-Coanzyma A reductase
I-hydraxy-3-methylglutanyl-Coenzyme A synthasze 1

neuronal pantraxin

solule carmer family 2 (facilitated glucose transporier), memb...
early growth response 4

heat shock protein 18

Fige 6. Hierarchical clsgeripg of the wibier of pene (includisg gene of snkoown fnction) kden-
rified w0 e agnaicandy (P < 0,05) affecced by cryalesson and naandy downoregubaced a0 4 dpl.
Green docs: Sigmificant (P < 0,05) effece of TNFRI deficency v, WT. Red doo: Sagmidscant
(M = 005) offect of TNFRZ dehcieney v W, Blick dob: Sigmficamidy (P < (005} different
THRFEIEC vs. THFREIKCY. [Color figure can be viewed in the online wsee, swhich & mvailible at
waw ntericienoe. wiley. com.
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Fag 7. Hierarchical chscering of the
sbner of genes (incloding genes of
unknown fienerion) ddenefied o be vg-
nsticanely (P < 0.05) affecwd by
THFL deficiencies. Green dome Signii-
feane (P < 0005} cffect of THFARL defi-
ciency vi W Red dob: Signaficant (P
< CL0A) effecy of T2 deficiency va
W, Black dare Ssmibficamly (' < 0.08)
differens TRFRIKO v THFRZKO.
[Cobor Agure @n be viewsd i the
opline Bsane, which s svailable ot wanw.
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genes has been descrbed to be impartant fctor i neu-
ronal and oligodendrocyte development.

THNFR2 deficiency increased the expresion of genes
impaorant for neurena development and maturation bur
alsn for nevronal survival after an wnury, such as grlaal cell
line dertved neuromrophic facoor (pdf).

Microarray Results Are Confirmed
by Other Approaches

There are is licde doube chat microareay resules are
relialale, ver it i always important o comhimm their reuls
independenty. We have done this by means of abonucle-
ase protection asay (IRPA) and in st hybridization, By
means of RPA, we confomed that glap gene expression
was induced by the cryolesion at 2-6 dpl and dhar s
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Fig. 8 Analysis of how regponse gene
- 30 expresion,  Wild-repe (C5THIAE) and
THMFA  knockaar [TMNEHLT ELCY) muce
% were subjected o 3 -:'n'nlﬁiun of the
left cortex and seenficed after 2, 3 or
6 days after the lewon (2 dpl, 3 Jdpl
L ind & dpl. eepeceively). Unlesioned
midee from both stradrs were also killed
{0 dpl). Az mRNA levels of severl
e rospomse genes wore analyzed by
(1] 1] § : i

B Ase PTOTECTIN Ay (P&, B:
mBAMNA kvelh were  quantitated by
phosphor imagng and nomalized with
| 1"' ik H.". ||.‘|.'|,|'\. Hl,'“lll'\.. |II1HII iy
uns: mean = 5EM: w = 3=5) were
evaluared wimg  owo-way  AMOVA
llh:lIH [ H_I,'.ll"lul..lll aisd amradn as the maadn
factors. e, P < 001 v onlesioned
mige; TP < 005 P 2 00 e, wild-
fype mice. Inoge shown i an mtora-
«.|'.u:|1'u|lh'.l\. Fills, l;"lL||'|I||‘||..-|I||.I|'. W
dane by plosphor inaging

-
I I
I - L
k] &
expression (along with another inflammation-related gene
such as the acute phase gene cW225) was remarkably
reduced at 2 dpl in TNFRIKO mice (Fig. BAE} but not
in TMNFIRIKO mice (Fig 9A8). glyp expresion judged
by BIPPA was esentally simalar in the three strains at 3—6
dpl, which 15 in accordance with the microamay results.
Mo differencsy were found for Macl o 1CAM
cxpresston at any of the ame pomts studied other than
[hu effece of the cryoleson iself, although remarkably ac
6 dpl the two KO strains showed opposite tendencies
(Figs. 8, 4J_l
It 15 noteworthy that no differences were observed
between maive and SHAM animals regarding the expres-

EATIT L!E.:lll.-ll'_t':."L'\-II genes (Fig. 10} or in the horzonal ladder
beam behavioral test (not shown).
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Fg 9 Amldyic of host repome gene

expresion, Wild-mepe (CSTBVE) and
TR Ieckonr (TIWFRIKO) mice
were subjected o a cryelesion of the
leir poarex and killed sfrer 2 3 or &
day after the bewon (2 dpd, 3 dpl, and
6 dpl, respectively). Unlsioned mice
from both straim were abo killed (0
dplh. At mBAMNA levels of several host
reipoise  gene were  analyzed by
MAse protection amay  (LPA). B:

A6

mBUNA  levels were  quanninared by

phosphor imagng and nonnaleed wath
L3 mAEMA levels. Reubs (arbitary
uniti:. msean = SEM: o = 3=5) were
evalmted  wming  twoeway  AMOVA
wsing oryolesion and smwain as the main
factors, e, P 001 v wnledoned
mice; " < 0,01 vs, wild-cype mice.
P — L05E v, wiH—‘i'nlr A, IHI:E"I’
shown 1 an anteradiographic  filn

OQuaantifcation was done by phosplas D--m

0.D (ARBITRARY UNITS)
&
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CIGa7
THFRZKO

g L

We abo confirm by i sitn hybndizanon  chae
THFRAT but nor THEL2 deficiency decreases aetalloiio-
nein- 1 expression (Fig 1)

DISCUSSION

THNFRI/TNFR2 Signaling Is Involved in
Locomotor Activity and Exploratory Behavior

Although the role of TMFa i different injuries in the
CMS has been extensively described  (Mufioz- Ferndndez

Jourmul ol Meuresesemee Researel DNOL 1010027 e

and Fresno, 1998), much less work has been camried ouc
in deseribing the cffcct of THFex sgnaling in animal
behavior, Taking advantage of mice knocked-out cither
for TRFRZ2 or TINFR2 we fist studied the behavioral
pattern of these animals before any insult to the CNS. For
this purpose we vsed two very well established behavioral
tests such as the hole-board and the elevated plus maze.
The nature of cach test s different. The hole board i3 a
test that evaluates explortory behavior and locomotor ac-

avity (File and Wardill, 1975). The elevaced plus maze is
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Mo 24h

Mac-1

EBza/5

GFAP

[ | L3z

Fg 10, Comparson of last response gene expresion monaive and
SHAM-operated animub swenbced st 1, 2, or 3 days after surgery.
Mo effoot of the surgery b observed ar any time point sdied on
gere expression (r= 4 for all groaups).

bagically a vest for anxiery (Pellow and File, 1966). [r s
b kept in mand, however, that any behavior observied in
e carrying out these tests 1 never exclusively due to one
factor or the other, but to a mix of different components.

Lack of either TNFR1 or TMNFR2 alone was capa-
ble of mereasing the locomotor/exploruory activiy of
mice, a5 observed by the increase in the number of total
ambulations, which was due ta an merease i the oumbser
of outer quadrant ambulations. In agrecment with these
resules, THF-o overexpressing mice presented a decreased
locomotor activity (Flore ot al,, 1998, However, mner
quadrant ambulagons did por differ o W mice. This
fact, together with a lack of effect of TINFR deficiencies
on the number of defecations, dows not suppont a role of
these receprors in the control of anxiery. [n accordance,
no differences between the three stming were observed
with a more sensitive anxacry test, the clevared plus maze,
Thus, unlike other pro-inflamimatory evtokines like [L-6
(Armarte et al.,, 1998} or IL-Z (Pawlak ot al, 2003),
THF-i does mot seem o play a role in anxiety behavior,
Becawse lymphoooxin-o may signal chrough the TRER
(Bowsen ot :iP HH06), these results also may apply o ths
cytoking.

Lack of TINFR2 increases exploratory activiey, as
shown by the increased number of head dippings and
TeATINEE 1 the hole board wese, suppresting 3 ditferent be-
havioral patcern i these mice. The microarray resules
show clearly a remarkable effect of TNFR2 deficiency on
the expresion of many genes invelved in ;i::hlapm:'nr
stages a5 well as synapaic acoviey (Suppl. Tables [ and IT).
This suggeste that TINFIL2 sigmaling may have an effect
o development 1rh.|.m|g gene cxpresion and casing dhe
differences observed i the behavioral tests analveed.
However, activational ¢ffects of TNFIRZ cannot be mled
out, [t i noteworthy o menton that THF-a has been

descnibed recently in playing a role in synaptc scaling

(Stellwagen and Malenka, 2004), o it may well fie with
our hypothesis,

THMF Receprors Signaling Significantly
Affects the Response to Brain Injury

Travwmatie bram igury s one of the main causes of
dizability and death, especially among voung people. To
study the role of TRFR1 and TNFR.2 in the response eli-
cited by the inmury, we studied THNFRIKO and
THFRZEO mice as well as wald=type mice in the cryole=
sion model. This model of mjury of the comex has been
wsed extensively in our lab, and has allowed us te demon-
serate a role for IL-6 (Penkowsa et al., 1999k, 2003; Poul-
senn et al, 2005) as well a: preliminary roles for TNF
receprors (Chuineana er al., 2005), In the lawer soudy, we
deseribed chat TNFRA, bue not TNFR2, was involved in
the establishment Urtlll.. mﬂmuml:unr PESPOISE 1O 1 CTyo-
leston of the cormex, SUggesting a derrimenal role for
THFR1 but not THFR2 after an injury. The role of
THF-a/lymphotoxin-a and their receprors remain cofi-
Hicting. however, with many studies showing beth new-
roprotective and nearopathologe etfects depending on
the type af cell, provduction of other cvtokines, oxidative
stress, expenimental paradigm, timing, ctc, A nouroprotec-
ove role 1 the CHNS has been described in mice lacking
oth THF receprors in ischemia and kainic acid-indoced
seizures (Bruce ex al., 1990 Gary et al., 1998}, In contrast,
opposing roles have been deseribed for bath receptors ma
multiple sclerosis animal paradigm, hasvang TINEILD a det-
rimental efivet and the opposite for TRFR2 (Eugster
et al, 1999; Swvannavejh et al, 2000} However, no
effect on damage after delenon of either THEFRT or
THFR.2 alone, 15 observed n the axotomized facial motor
nuclens model (Ramvich et al., 20032, but if both receptors
are missing an almos complete prevention of cell death is
seen (Ramvich et al, 2002, It 15 clear that further analyses
of these mice are needed,

The clinical effect of a lesion o the comex was
observed readily in the horzongal ldder beam, Thus, the
cryolesion creased the number of emrors made by mice
of all straing, Confinning our previous neuropathelogic
results (Chuineana er al., 2005), THNERIKO ammals per-
formed better in this test, suggesting o decreased  brain
damage from 4= days after the lesion. This i principle
firs well with the general descrption of THFR signaling
pathway a2 an inflammatory pathway, However, to our
surprise, animak lacking recepror 2 alto presented a better
ouwtcome i the honzontl bdder beam, suggrestng that
both receprors may be comidered demmmental pachways
durng  brain injlﬂ despice enonmous  differences i
inflamimation-related gene expresion and neuropathology
compared with W miace (Quintana et al,, 2005), To give
insight o the roles of TREFR T and TRFR2Y signaling
pathways, we have studicd the expresion of more than
20010 genes by means of microarmy technology an O, 1,
or 4 dpl.

We were able o identify many genes thar were
affecred by cryolesion, by strain, or by both (Figs. 2-7,

Journal of Meuroseence Research DMO] 10,1002/ ne
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-

Unlesioned et (E55, 1 6 KeTE

8 hpl

24 hpl

g 11, Anabmas of mcafedhionnn | gene exprosson by moum bybod-
imnan, Wild-sype (CATHELG), THFRL lknocken: (TRER 1K), and
THFR2Knodkout [TRFRIECY mice were subjeceed o 3 crveledon
of the bt corex and swnboed B or 24 b afier the lsion (8 bpl and
24 byl rapeotively). Unlesioscd mice front all sersim were abo sacrt-
ficed (0 hpl), M) oA levels were aualyred. Autorsdiographies
froan i shdesfaninual were quanniied (arbimary oni; mesn = SEM:

Suppl. Tables 1, ). Transeription factors such o ”:ﬂ'l
c-ptit, and e fos tended o be dovwnregulated 1 animals lack-
img any of the TMF receprors, OF special rebevance s
MNERE, as ot s considered a key fuctor in TNF-o0 sigmaling.
Decresmed MEKD dgnaling in THE-deficient animals has
been sugpested 10 many studies (Sullivan ec al., 19949, Kin
et al, 2000; Cruineana ex al, 2005), although dhe final owe-
come vaned depending on the downstream genes induced
by chiz factor. NFKB can induce both imflammatory and
anti-inflammatory genes (Hallenbeck, 2002}, so depending
on1 this balance the final owtcome can be positive or nega-
tive, Further evidence of deormpsed NFKB activiey may be
the lower expresion observed for e-fun, ¢-for, Gadd 4358, and
Coadid 4 3, which are in the NFRB downstream pathway,
When  looking  for  inflammatory-related  genes,
microarray  confirmed our previous  results (Quincana
et al., 2005} Cily THFRIKEO ammals presented a tend-
ency for lower gene expression of genes involved in pro-
inflammatory cvtokine signaling at 1 dpl, namely boerdar-
Bin 1 pecepior 1 that i3 responsible for the cfcon of the
{lmirlﬂllllllliltuq' cytokine 1L-1 (Rothwell and Hoplans,
995), signal ransducer, and acovator of manscrpoon-3
(stai-T), a mam cffcctor of the [L-6 cascade, or the silencer
of cyrokine signaling 3 (sea-3), involved i the regulation
of cytokine signaling, Gene expression for the chemo-
kines ool 3, oold, a0 and al12, which play important roles
i AMECting mnne cells [Wang ct al., 20029, was alio
decreased. Al these effects are comsstent o what »
known of the phenotype of these mice. The amti-inflam-
matory, antoxidant proteins metallviionein- 1 and -2 were
found o be reduced in THNER 1RO mice ar 1 dpl. These
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Ohpl  8hpl

n = 3 and evaluared wung rwo-way AMNOVA vung ayoleson and
wrain a5 the mein Geeors. @@, P < 000 ve, andedoned mice; P <
005 v wilderype mice. Micromtoradiogophics were obmined w
deseribed in Materiab snd Methods and showns here for the slic of
chrity, [Color figure cn be viewed i the online e, whndh is avail-
able ab wowsw intersciente wileycon. |

24hp

proteins have been deseribed extensively as anti-inflam-
matory and anu-apopronc facoors by our group (Hidalgo
et al,, 2002; Penkowa, 2006), and have been deseribed o
b induced by [L-6 via STAT-3 signaling in liver (Lee
et al., 19949). Timp1, 2 gene thar counreracs the negarive
cttects of matrix mealloproteinases was also dovwnrepo-
lared ac 1 dpl and so was ghal fibnllary acidic acid expres-
sion that expression was decreased only in THNFRAKO
mice at 1 dpl. Howewver, there were no differences
brerween strains at 4 dpl.

We confirmed these resules by looking av gene
expresion of wlected genes such as glap and metallofio-
tein-1 by other means such as RPA or i sl hybo-
dization, techniques more  sensitive than  microarmy,
IMFRIKO mice showed a reduced glap expression, an
effect more obviows ar 2 dpl than lacer, and also mecallo-
thionein-1 expression was decreased in TMFR1 but not
THFRZECY anice. These resules are o line wiath those
obtaned in the microarray analyees, The expression of the
acute phaze-gene eb22/5 (Campbell e al., 1994) was alzo
decreased at 2 dpl in the TR KO mice, an cifect
compatble with the ovenall decreased  inflaimmarory
response of these mice. We were able to confimm the rale
of THMFIRT in early stages of nflammatory  response,
which likely underlies, ar least in part, the observed lower
functional and neuropathologic damage, i agreement
with previous resnlts AEECAEing 1 detrimental role for
THFR {Eugster et al., 1999 Suvannavegh er al., 20000,
Chintana ¢t al., 2005) in different paradigms,

As discussed abowve, it was totally unexpected thae
the THFR KO would manifest lower symproms of brain
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damage as shown by the functonal west honzontal bdder
beam. These mice do not differ from wild-sype regarding
mfammation  and  prototypical  promflmmatory gene
cuapression, x the TRFILT KO mice do. I s obwious tha
the mechanisms underlving such a bemer funcoonal per-
formmance differ deamatically o both KO mowse maodels,
Flence, the mcroarrays study proved to be a valuable and
unigue tool for elucidating this differential action beoween
both receptors, It was stnking to obwrve the large mem-
ber of genes thar were constmnvely  affecved  in
THFRIZKO mice m companson to ether WT or
THNFRD KO mice. As stated brefly i the Results section,
mamy of these genes are involved in development, mem-
ory processes, synaptic plasticity, and microtubule stabili-
zation. It i impossible o discwss all genes idenified, and
thus the reader 15 nvited o see Figures 2-7 as well as che
Supplementary Tables, Further studies are warranted for a
complete understanding of the conwribution of each TNF
recepror in brain physiology.

Traumatic brain injury is one of the leading cases of
transient and permanent disabilities, and thus it 5 essential
o gin insight ineo the mechanisms involved, Microaray
technology provides a seerful tool 1 this reeard, which
has been wed mccewfully in a pmumber of m of brain
injury by microarrays (Roead ec al., 2001; Tang cc al., 2002;
Lomg ot al, 2003 Raoe et oal, 2008 Roth et al, 2003
Matale et al,, 2003, 2004; Dhedda & al, 2004; Kury et al,,
2004; Lu er al, 2004; Faden cr al., 2005). Sce also 1Dazh
et al, (2004} amd Gebicke=Haerter (2008) for a review,
Although this 5 a sigmificandy well-known scenario, the
comparson of wild-type animals with genetically modificd
ones add a further lver of complesity o dhe analyses that
provides grear insighe. Our group has described previously
the cffecy of cryolesion in animals lacking interdeokin 6
(Poubsen e al., 2005) ar metallothioneins 1 and 2 (Penkowa
et al., 2006), and 1 dus study we have analyzed the rolels)
of the TMF receprors with the same approach. This opens
new veres for understanding the imporance of this magor
cytokine in brain physiology.
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La deficiencia de interleuquina-6 reduce la respuesta
inflamatoria después de criolesion pero incrementa el
dano oxidativo y la apoptosis.

Brain response to traumatic brain injury in wild-type and interleukin-6 knockout
mice: a microarray analysis.
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Abstract

Traumalic injury o tha bras is one of Lhe lBading causes of
injury-firlatad daath or disabdty, Brain response o injury &
archastraled by cylokings, such as inlarlaukin (IL)-8, bul the
full reperoire of responses invabeed s nol well known, We
here report the results obtained with microarmays in wild-lype
and IL-6 knockoul mice subjecled o a cryolesion ol tha
somatogansornial corex and kiled at 0. 1, 4, 8 and 16 days
posi-lasion. Ovanll gene expression was analyzed by wsing
Allymatri genechips'oigonuckeoie arrays with ~12 400
probe se&ls comesponding to --10 000 diferent munne penes
(MG_UT48w2). A robust, conventional stabistical method (lwo-
way anova) was employved o select the genes significantly
allectad. An ordarly pallemn of gene responses was clearly

Traumatic brain imjury 15 one of the leading coses of injury-
related death and disability, especially in voung people (see
Prins and Hovda 2003 for review), The general response of
the b 1o tmamatie injury has been well describad
pathophysiologically: blood-beain barmer disruption, infil-
tration and activation of inflammatery cells, death of local
neuraons and glial cells cmssed by ischemaa and hypoxia along
with release of excitatory amino acuds, glioss, recruwitment of
endothelial cells, angiogenesis, compensalory responses in
the sumroundimgs of the most severely affected areas and
formation of a glial scar are well-known phenomena It is
generally accepled that these series of responses are erches-
trated by & number of cytokines, chanokines amd growth
factors in a complex manmer (for reviews see Giulian ef ol
1989 Eddleston and Mucke 1993; Matmon and Scheil’ 1994;

datected, with genes baing up- or down-regulaled al specific
timings consistant with the processes svwohed in Lhe iniial
Ssud ingury and laler regeneralon of the gamnchyma. IL-6
daficency showad & dramabic alfect n (he exprassion of My
ganas, espaclally in the 1 day posl-lesion liming, which pre-
sumably underlies the poor capacity of IL-6 knockout mice io
cops with brain damaga. The reésulls highlight the importance
o 1L+6 conlrolling ha rasponss of e Brain o injury ds wall as
the suilabidy of microamays for idandifying specilic largats
worlhy ol lurthar Sledy

Keywords: affymatre, séerleukn-6 deliciency, mezroarray,
maouse, rasmalic brain injury.
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a1 B Poulser er ol

Interleukin (1LF6 is probably one of the essential cytok-
ines for a nommal brain function not only during injury bt
also in normal conditbons. For mstance, we have demonsira-
ted that [L-6-deficient mice display altered emotional
behavior with clear signs of increased emoticnality (Ammario
ef al. 1998 % a result recently confirmed by Butierweck er af,
(2003). These genetically modified mice alio demonsimte
that central [L-6 appears to control thermogenesis (Chiai
el ail. 1996}, body weight (Wallenius o1 al. 2002; Jansson
er ol 2003} and susceptibility to convulsant stimuli {Pen-
kowa ef @l 2000; De Samo ef @l 2004) In response o
ey, a number of reports dhow a comproamised mflanuna-
tory response, gliosis, specific neuronal survival and specific
newronal fiber growth m IL-6 knockon (KO0 mice o varions
degrees depending on the injury model (Klein ef af. 1997,
Mendel e o, 1998; Penkowa ef al. 1999b, 2001; Clark ar af.
2000 Lastenheim ef af, 2000; Sugiura o al. 2000, Galiano
ef . 2001; Swartz er al. 2001; Bolim er al. 2002; Parish
ef el 2002; Cardenas and Bolin 2003; Pavelko e o, 2003},
The mechanisms through which [L-6 mediates these effects
are poorly known. Thues, the main ain of the present smdy
was 1o gain insight in this regard by examining the overall
gene expression patterns in the corlex of normal and 1L-6 KO
mice sibjected to a crvelesion wsing Qement macroarmay
techmology, an approach likely 1o have a large impact in
newrobislogy (Insel e al. 2004; Mimics and Pevsner 200:).

Materials and methods

Experimental design
Brecding pairs of [L-6 KO mice m C3THS pesetic bac kprousd were
provided by I Hora Blecihman (Roche Center for Modical
CGrenomics, F. Hoffmann-La Roche, Basel, Switserland). The control
mice used were of ibe snme strain. Boeth stmins are maisinined in the
mstallaions of Harlan Ibénca, 51, {Sanl Felin de Codines, Spain).
Wild-type {(WT) amd [L-6 KO mice {n = 3 for cach timing ) were
subjected to a cryelesion of the pomatcsensorial comex as previowshy
described (Penkown and Moos 1995, Penkown et al 1999h) and
Killed at four teme pomts aller arvolesion (1, 4, § and 16 Ensh The
ipsilmeral corex was imsmediasely dissected and fromen in Hguid
mitrogen, being stoned afterwands st ~80°C. Unleswomed conirol and
LA KO mice {n = 2)were slso killed. In todal therefore we used 28
ETHCE,

Ciene expression and DNA microarray analysis

Todal RNA was iscelated from each bemisphere coriex samiple using
TRERel reagemt {lmvitrogen, Cardshad, CA, USA) and Further
purified with BMNeasyl kit ((hagen, Albertslund, Denmark). Pursfbed
BMA (5 pgh was used 1o symthesize double-stranded <DNA ngieg
Sapersctipt Chobce System (lnvitogen) with sn oligo-dT primer
contapang & T7 BNA polymense promoler {GenSel, Evry, Framce).
The <DMA was wsed as a lemplaie for a0 in vidre FSSCRpLon
reaction o gynihesize biotn-labeled antisense cRNA (BaoAmay™
High Yicld RNA Tromecript Lobeling Kit, Enre Disgnostics,
Formingdale, NY, USA) After fragmentation af 34°C for 35 min

in fragnwentation buffer (40 mog Tris, 30 poa MpOac, 1 me
KhAc), the Isheled cRNA was hybridized for 16 h 1o Affmetrix
MG-UT4A2 amays (ARmetnx Inc., Santa Clars, CA, USA} which
contain ~ 12 400 moume probe sci comesponding half 1o Expressed
Sequence Tags (ESTs) and half to characterzed genes. The arayvs
were washed and stained with phycocnytrin streptavidin using the
Fluidics Stastion 400 (Affmetnx lec.). The arays were scanmed in
the GeneArray 2500 scanner (AfTymeny lne.), as descnbed in the
GeneChip {(Affymetnx Inc.) protocel, to penersic Auorescent
IMEpes,

The image files were imported indo the soltware package DNNA.
Chip Analyzer (dChip) developed by Li and Wong (2001}, which is
freeware available at bitpefowwrdchiporg. All the smy files were
mormalized to the army with ibe medion overall brightness ueing the
maltirray myvaraml-sel normalzzalion method, which is based on
probe values belomging o nop<differentifly  expressed  pemes
between the array beime nomsalized and the baseline amray (the
imvariani set). Expression values for each probe set wene caleulased
sccondimg 1o the perfect matchmismsich difference model,

Giene filiering

A pumber of analysis methods for filiering the penes being up- oo
dovn-regulsted in the different conditions were examined hat
fimally we wmeed a copservative simalegy Ber the initial flenng
Tolbrwed by a sandard statistical assay, Fvo-aay amona with stram
amd cryolesion as main factors (see Resulis). Hiesarchical clussenng
of the genes differentinlly expressed acoonding o the awo wns
camed out using the dChip software. Functiomal classificdion in
gene-ontology calcgenies of the penes belonging 1o cach of the
chsters ideniificd was dose with the EASE program Version 20
(Hosack of al, 2003). All gene-cntology cafepories with three oo
mone genes amd a Fisher exact probability of less than (.05 were
selected

Resulls and discussion

Swrategy for gene selection

Using dChip, we generated a combined gene list by compar-
g the genes up- and down-regulated ol each time point for
bath WT and IL-6 KO with the unlestoned WT mice. The
critenia to klentily the genes weres 1.5-fold change (a 50%
increase or decrease) and an absolwie change in expression
valhses of 1 expression units. This procedure produced a list
of 440 genes. For identifying genes statistically significantly
alfected, the expression values were exponed o o standard
statistical software, SPPSx (SPPS, Chicage, 1L, USA), where
a comventional two-way asova was performed (po< 0.05),
This further analysis of the data reduced the list to 371 genes.
This is not a dramatic reduction, which strongly suggests that
the filtering criterion applied (1. 5-fold change) is already quite
restrictive. When looking at the specific effect of each factor
(atrain or eryolesion), 264 genes were significamly affected by
the cryolesion only, 50 genes wene significanly affected by
the strain only and 50 were atfected by both factors; seven
genes showed only a significant interaction of both factors.

£ 2004 Intermrational Seciety for Meurochemistry, S Newnochem, (D005) 92, £17-432
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Despite having obtained these sepamte lists of genes
penerated by two-way asova, we decided not 1o presem the
results this way, although the statistical results will be
considersd through the paper. The reason for this s that,
although we used three mice per strin and timing, incing
significant costs, it is still (oo reduced 3 number of mice to
expect tvo-way axnovia to find all those genes significantly
affected by IL-6 deficiency of any of the thne poinis
studied. On many occasions a given gene only changed is
expression i a single timing, thus making it difficult w
obtan statistical significance between WT and IL-6 KO
misce when analyzing all groups together as is mnperafive for
this experimental design. However, at the same time, Axova
identified many genes changing relatively moderately bat in
several timings which would ofherwise not be detected. In
order to show the data in a mané canservative but réalistic
way, we proceeded as follows. The patiem of expression of
the 371 genes identified 1o be significantly affected by the
tao-way asovs (strain, cryolesion or both and'or interaciion
between factors) was analyeed using the high-level analysis
“Hierarchical clustering” utility of dChip (see Fig. 1). In the
clustering picture each row represents a gene and each
column represents the mean value of the two (unlesionad)
or three {lesioned) mice for each strain and timing. The
color scale on the boliom represents the relative expression
level, the red, white amd blue colors comesponding to
expression levels above mean, mean and lower than mean
expression of a gene across all samples, respectively (soe
hitpewww dchiporg for further details). This high-level
analysis detects clusters of genes which behave stmilarly,
i.2. those genes which are down-regulated by the cryolesion,
those which are up-regulated st 1 day post-lesion (dpl),
4 dpl, ete. and by looking at Fig. | it is obvious that a
number of clusters are readily identified and that both
cryobesion and 1L-6 deficiency show clear-cut effecs. In
arler to show and discuss in woine detall the genes affectad,
this hierarchical clustering has been split into six parts
(Figs 2-7) In Table 51 we provide the Affymetrix probe set
numbers and the comesponding full names of the genes for
each figure, arranged alphabetically.

Patterns of gene expression: functional analysis

Considering the number of genes significantly affected in this
experimental paradign it becormes obviows that they canng
be discussed one by one in detail. Thus, we camed ol a
functional analysis using Gene Omiology as  described
previcusly (Hosack o ol 2003) o idemify the categories
over-represented among the genes belonging to cach of the
Fig. 1 clusters (Table $2) For this study we will focus mther
on those genes affected by IL-6 deficiency and only
comment brefly on those genes up- or down-regulated by
the cryelesion isell with the exception of 1 dpl, when an
carly wave of gene expression 15 elicied which presumably
comditions  subsequent gene expression, It ks, howeves,

Alpered response to bmin injory m L6 KO mice 419

L=
A <0 B o4 1F AN Fd BB

Fig. 1 Hinmechical dustedng of tho 371 gonos: finchiding mdundan
probe sels and ganes of urknewn lunclion] laantifiod 16 bo significantly
affecied by fhe Bwo-say ancws (sirain, cryolesion or both andior
inMecachon botwedn lactond]. Each row roproedonts o gend and aadh
COlmn Aepnasas Be mean valied of @e e (enlesonsg) o thiess
{hrsioneo] mice for pach $irain anad Sming, The dusioring was splif indo
sovoral pars as shown in oroer o show e name ol tho genes {seo
Figs 2-7. IL. intedeuking KO, knodcout, WT, wild-type.

essential 1o realize that the results compare exceptionally
well with previous microarray resulis for other brain infury
models (Tang of ol 2002 Natale of of 2003; Kury of ol

200 Intermatioral Society for Newrochemistry, & Newrockem, (D005) 92, 417432
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200}, therehy validating our results. The present study,
however, is the largest i tenns of independent animals
studied and timings examined. with the additional vahee of
comparing W and IL-6 KO mice.

Genes wp-regnulated ar [ day poit-lesion

Figure 2 shows genes drumadically up-regulated a¢ 1 dpl. As
coukd be expected, many of these genes were nelated 1o cell
signalimg and iranscription factors, often related o cyiokine’
growth factors as well as inflammatory and neuroprotective
factors and lipsd metabolism enzymes. Interestingly, 10L-6
deficiency tended 1o decrease this up-regulation in many
cases, many of them not reported previcusly.

The Janus Kinase-signal transducer and activator of
transcription factor signaling pathway, activated by many
cyiokines mcluding IL<6 and growth [ectors, has been
implicated in a vasiety of cellular functions (Thle 1996),
After banding of these cvtokimes o their recepiors. the
receplor dimertzes and ryrosing phosphorylation of the
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Fip. 2 Hinraechical clustedng of a subsel of
ol WRCED COQHEasion changes Dasicaly
a1 oay postlesion Arows. groen ano
pirk cobs indicale a significard afoc) of the

crpolesion, imodouldn (L6 deficiency o
e iheaclion, respocivaty. KO, knockout,
W, wild-typa.

receptor-asanciated Janns Activated Kimases (JAKs) oeeurs,
followed by activaiion of the STATs, incheding STAT1-6.
Phosphorylated STATs fonn dimers and translocale 1o the
nucheus 1o sctivate the tmnscription of many targel genss
including a family of inhibitory protins, cytokine-inducible
SHZ-containing protein [also known as suppressor of
cvtokine signaling (SOCS)] (Chen er af. 20000, which then
turmns ofl the Janus kinase-signal transducer and actvidor of
ieanscnphon factor signaling pathway, In the liver, IL-6
defickency decreases SOCS3 expression (Hong ef al. 2002)
and thus our observation of a rediuced SOCS3 up-regulation
by cryolesion in the IL-6 KO mice was not unexpected and
readily confirms the effect of IL-6 deficiency and thus the
reliabality of the expermnent.

One of the genes up-regulsted by the cryolesion was
nug bear Gector of kappa hight chain gene enhancer m B-cells
inhibiter alpha (IkBa), which i imporant in the control of
the transcription factor NF-kB. This up-regulation was also
evident s 4 and 8 dpl, alhough 1o a lesser extent, The

D 200 Iterrational Society for Neurochemistry, J. Newnochem (D005 92, 417432
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Tl haln L Bt Ao, ot L

Fig. 3 Hiesarchical dusiedng of a subset of
s whiss peperssion charges bacscaly
at 1=4 days post-lesion, Arows, green and
pink dots incicxin a signdicant oifect of the
eryolosion, imedoukn [IL)-8 defliciency o
e imleratlion, respecivaly. KO, knookou,
WT, wilp-typa,

NF-xB/Rel family of transcription factors plays a prominent
rale in the control of immune response, nflammation, cell
prediferation and apoptesis (Karin and Lin 2002). In most
cells, the NF-xB transenpiton factor is sequestersd in the
cyloplasm by inferaction with mhibitory proteins, the [xBs.
Combined IkBaIxBe deficiency m mice leads fo neonatal
death, elevated kB bindmg activity, overexpression of NF-
kB et genes and dissaption of lymphocyte production
(Goudeau ef al. 2003). Thus, an up-regulation of this gene
might be of mlaptive natwre i this context of a massive brun
ey, I IL-6 KO mice, the up-regulation of IwBa was
decreased at all tomes compared with WT mice, which could
contribute 1o the poor response of these mice 1o brain inpury
becase of improper control of NF-xB target genes. For
instance, T4 is up-regulated in the CNS of EAE mice,
associated with an increase in NF-kB activity and transerip-
tiomal activation of genes encoding numerous proimf anms-
tory molecules (Zekkn e gl 2002), and 5 needed for
mounting a nonmal  mlunmaory response (Yang ef ol
2002y, Thus, W 3 consistent that cryolesion dramatically
imcreased CD14 expression and, furthermore, that such
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up-regulation was significantly decreased by 1L-6 deficiency,
m IL-6 KO mice show a compromised inflammatery
response in the beain (Penkown o al. 1999, 20000,

The mmedinte early gene FBJ osteosarcoma oncogene,
best known as c-fios, encodes a transeription. factor which
forms heteradimers with Jun family proteins, the so-called
AP-1 complexes, which regulate trnscoption by binding 1o
the AP-1 sequence found in many cellular genes. c-fis, c-fun
and Jun B are all induced by brain injury (Hass er of. 1999).
It has been suggested that c<fos 18 essential i regulsting
newronal cell survival versius death regulating, among other
genes, several members of the newrotrophin family swch as
nerve growth fctor and brain-denved newotrophic factor
(Cud e al. 1999, Zhang & al. 2002), Neurcirophing consti-
mie a family of highly conserved growth factors which
regulate the generation and maintenance of diverse newronal
populations as well 2= axonal guidance, synaptic plasticity
amad prodection against injury (Blesch er al. 1998, Schinder
aml Poo 2000; Huang and Reichasdt 2001}, Early growah
response 1 (EGR-1, also known as nerve growth fctor -4,
krox 24, 10268 and tis 8) is an activity -dependent inducible
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Fig. 4 Hierarchical clustering of a subsel of genes whose axpression
changos basically a1 4-3 days post-lsion, Arows, groon and pink
dals ingicate a sigrificant efleet of The evyolesion, interdeukin (IL]-&
caligiency o the intersciion, respecsively. KO, knockeat, WT, wilo-
P,

immnediate early gene required for consolidation of new
memanes & well a5 for reconsobidstion of necognition
memory  afler reactivation (Borzea o all 2003);  this
transerption [actor has also been suggested 1o be mvolved
in civerse biological functiens such as cell growth,

differentiastion and apoptosis (Pignatelli er al. 20033 IL-6
induces immediate early activation of junB and EGR-1 in
M1 movelowl leukemia cells (Lotem and Sachs 1998) Our
resulis are in line with these smdies, as cryolesion induced c-
foz, cum B oand EGR-1 and IL-6 deficiency tended 1o
decrease their up-regulation. This was also the case with
brain-derived neurotrophic factor. In line with our results, IL-
6 appears to regulate brain-denved neurstrophic factor atter
nerve imjury (Murphy er . 20000,

CCAAT enhancer binding protein is a transcription fctor
with & number of functions inchsding consolislation of new
memory {Taubenfeld er al. 2000} and potentiation of neur-
onal apopeosis vin activation of the calcimm-dependem

, calcineunn, induced by NMDA neceptor-medi-
ated calciun mflux (Marshall ef al. 2003). CCAAT enhancer
binding profein appears o be regulated by 1L-6 (Kanamiju
er ot 2004) and thus our resulis ame in agreement with the
expected mduction by eryolesion and a reduction in the 1L-6
KO mice, despite showing mone apoptosis which calls for
other pro- and'or anti-apoptotic genes to be invelved. One
siich gene B GadddSy (gowth amest and DNA daumage
inducible; CRE) which, together with Gaddd 52 and Gaddd 5
(MyD118), conatrutes a Baumily of evolutionanly conservad,
smiall, acidic, nuclear proteins which have been inplicated in
terminal differentintion, growih suppression and apopiosis,
are mdhicad by brain damage (Chen er ol 1998) and may
exert neuroprotective actions ( Torp er af, 1998), Goddd5y 15
sctivated transcrptionally by ot keast two kinds of agents:
DNA damaging agents or cytokines, such as IL-6, 1L-2 and
granulocyie colony-stimulatng factor, amd 1L-6 indoction
appears 1o be mediated by CCAAT/enhancer binding protein
Jung er al. 2000). In accordance with this, Gaddd5y wis
up-regitlated by cryolesion andd was significantly reduced by
IL-6v deficiency; Cadd43[i expression followed a similar
pattern.  Another major gene probably undertymg the
increxsad apoptosis observed in the IL-6 KO mice is
cyclin-dependent kinase inhibitor p21{Cipl WAF1), which
was less induwced in IL-6 KO compared with WT mice; a
pSi-mediated ncrense in this protem s thought o be the
major mediator of cell cyele arest after DNA damage
(Tamaka er . 2002). Nevertheless, these genes play a
complex mle which may be affected by the timing after
IMNA damage and repair (see L er al, 2001 for review).

Orher aeuroprodective faclors wp-regulated by ervolesion
were also claarly reduced in 10-6 KO mice. These inclucde,
anong others, hepann-bindmng epilenmal growth factor-like
(Kawaham er al. 1999 Jin & al, 2004}, Hap 105 (Yamagishi
et atf. 2002y, HspTh (Dhodda e af. 2004; Giffard and Yenari
2004; Kury efal. 2004), PACAP (Gomanz ef al. 2001),
inhibin beta-A (activin) (Michel er af. 2003), metallothion-
eim- and <11 (Lee er al. 19599, Penkown et af. 199%nb; Criralt
etal, H02), neuronal pentmxin 2 (Tsud eral. 1994,
mterferon-related developmental regulator 1 (Both e all
203Y, sctivating transeription factor 3 (Nakagomi e af,
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Fig. 5 Hirarchical dusioning of a subsol of
GoneE wWhisd (pression changos baskcaly
a1 Bdays postHesion. Arows, groan and
[pink dols ndicyie a signiicant offect of the
cryolosion. imodouldn (IL)6 doficioncy o
ihot imleraclion, respectively. KO, knocked:
WT, wili-typa.

Fig. § Hiorarchical clusioning of a subsol of
gones whose eaprossion is basically atiec-
el by imbarieqkin (IL]-6 oolidoncy. Amows,
geoan ano pink dots indicate a sgnificant
ol of e cryolesion, IL-6 deficency o
e ileraction, repacively. KO, krockou,
WT, wild-1ypa.

2003}, regulator of G-protein signaling 2 (Kobon ef al. 2002)
and adaptor protemn nemonal immediate eardy gene Homer 1
(Potschka e al. 2002),

lschemia induces secretogranin 11 (Kim of al. 2002) and
we aso observed a clear up-regulation afler cryoalesion, This
caleium-binding protein accomplishes imporant functions in
nawonal vesicles (Vik-Mo er o, 2003) and we here show
that 1L-6 is invelved m its contrel.

Spme genes were suggestive of o delayed response in the
IL<6 KO mie, such as cysteine-nich prodein 61 (CCN],
intermediate early gene, inalin-like growth Gctor binding
prdein 19) which 3 essential for embryonic angiogenssis
(Mo et @l 2002) and has been shown to be up-regulated by
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ischemic stroke (Schware ef af. 2002} Other examples: ane:
A kmase | PREA) anchor proten 12 (gravin, Sress, S5CKS,
Tegal2h which 15 an sresuppressed Cekinase subsirate
which regulates blood-beain bamier (BEB) differentiation
by modulating both brun angiogenesis and tight junction
fowrmation (Lee of af. 2003); chemokine (C-C modif) ligand 2
imonocyte chemoatiractant protein-1), which is recognized
2 mediating extravasation of mononuclear leukocyles mio
the brain dunng a vanety of peursinflammatory conditions
anal coubd also alter BEB mtegnty during CNS inflanmation
(Song and Pachier 2004}, the chemokine receptor carbon
catabolite repression d-hke {Baraneini o af. 2000); lamin A,
which 15 a type Vintermediate flament with functions which
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range from the maintenance of nuclear shape to regulation of
gene expression, DNA replication, chromatin organization
and 3 number of other nuclear functions {Goldman er af,
26}, the nuclear carmier karyopherin (unporiin} beta 3; and
the epathelial cell sctm-bmding protem villin 2, which severs
st i visre and in vive (Kumar ef af, 2004),

Genes wp-regulated ar 1-4 days post-leston
Figure 3 shows those genes mostly expressed at 1-4 dpl. A
different pattern of genes affected emerged, with few
transcrption factors being present while genes imvolved In
cell mthesonextmcellubar manx (ECM) and cyteskeleton
were abundant, These genes probably represent a second
wave of gene expression which is followad by other waves
(see bebow). The IL-6 KO mice revealed that IL-6 is also
umportant in the control of some of these genes.

The maponity of genes of these clusters wera suggestive of
a delayed response in the IL-6 KO mice with two additional
features, namely, 1 ome cluster (the lagest), the expression
1 dpl was similar in both genotypes but was higher a4 dpl
in the IL-6 KO mice, while, in the other chister, the
expression was higher at 1 dpl in the WT mice. To the former
group belong genes such w the muliligand-mult fusctional
glveoprotein apolipopretein [, which could be linked to the
redistribution of lipids in growith and maintenance of
neuronal membrnes afler mjury (Rassart ef gl 2000
cytoskeletal proteins, like calponim 3, subunit 1B of the
actin-related protein 23 complex, moesm, ghal fbnllary
acidic protein or ransgelin; or genes imporiant in the coniro]
of the cell evele, like cyelin D1 and proliferating cell muclear
antigen. Statistical significance for IL-6 deficiency was
obtained for some gemes, which are representative of the

e mamakn, Temsa i D00 probeey cons MGC 41 090 MAGK §

o,

Bl o Dels U LEAPE § pRindioge

Fg. T Hierarchical clusteding of a subsel of
pones wheso axpression basically i down-
moguiated by |0 crychsion. ArTows, Groen
and pink gols inocaie a sgnificant offoct of
fho cyolesion, inledoukin {IL)-6 deficency
o tha interaction, respecivoly, KO, knock-
out, WT, wilkd-typa,

oversll response: cathepsin O, a dipeptidyl pepticlase |
alresdy known o be mduced by brain injury (Lu e al
2003); tenascin-C, 3 multifunctional extracellolar mserix
glveoprotein confrolled by iniracellular signals which are
generated by multiple soluble fctors, integrins and mechan-
ieal forces (Jones and Jones 2000) and which 15 important (or
neurte growth and guidance, synaptic plasticity and leaming
(Strekalova ey ol 2002) LIM and senescent cell antigen-like
downaing 1 (FINCH, Lin 11}, a five LIM domain protein
imvolved in the regulation of integrin-mediated cell adhesion
(Braun er af. 2003}, heme oxygenase {decyclng) 1. one of
the three moonmalian heme oxygenase mofonms, a stress-
responsive profein mduced by vanous oxwdative agents
which is involved in heme catabolizan, which leads 1o the
generation of bilivending, free iron and carbon monexide,
molecular species implicated i the cytoprotective defense
response against oxidative njury (Otterbein and Chod 20000,
and solute camier family 1 (ghotamstencutral amine acid
transporter], member 4 (Slelasd, ASCTI), which medites
prefernad transport of neutral amino acids in glial cells which
serves trophic surviving signals to pewrons (Furuya er all
2000,

Regarding the second luge cluster, significantly affected
genes were insulin-like growih factor binding protein 7 and a
tropomyosin 3-like gene but the sane fendency was
observed, among others, i the cyioskeleton profeins myosin
heavy chain X and calpaciin and the membrane/extracellular
matnx proteins annexin A2, epithelial mambrne proten |
and the secretory gramule-related chromogranin A and
proteoghycan.

An important gene affected by [L-6 deficiency and injury
was chloride immcellular channel 4 (meCLICCLICA), which
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is a CLIC-type chloride channel in cytoplan and mito-
chondria which can be regulated by p33 and tumeor necrosis
factor alpha. DNA damage or overexpression of p53
up-regulates miCLIC which induces apoptosis independenily
of Bax (Fernandez-5alas e af. 2002} CLICH asseciates with
the Ban, NTF2 and Importm-alpha auclear import complexes
for nuclear transport afler mjury, a mechanism underlyving
induction of apoptosis {Suh e al. 20045 1L-6 KO mice show
prolonged miCLIC expression compared with WT mice,
which could underlic their increased apopiosis.

Genes upr-regulased ar 4-8 davs poss-lesion

Figure 4 shows the genes up-regulated mostly a 4-3 dpl.
This was the largest group of genes readily identified as
being affected by the cryolesion. According to the functional
gene-oniclogy classilication (Table 52} many of these genes
are melaed 1o the cellular response to danage, tsawe
reconstruchion and mmmune response, s expected. The
hierarchical clustenng  mmalyses resdily adentify  genes
responding more at 4 than at 8 dpl and vice versa and those
being affected by IL-6 deficiency, although again the use of
only three mice per group prechides the achievement of mone
statistical significances. We will be discussing briefly only
those genes affected by IL-6 deficiency, which remarkably
caised a larger up-regulation in most cases

Myristoylated alanine-rich protein kinase O substrate,
upon phosphoryiation by protein kinase C (PRC), decreases
several of its physiological functions including membrane
mberaction, actm bimding, calmedulin binding and protexse
susceptibality and has been shown 1o be an essential protein
fior TS developrment (Stumpo of af. 1995),

SH3-binding domain glutanee scid-rich profein-like s
predicted to belong to the thioredoxin-like protein super-
famnily which comprises a growing number of redox-active
preins meleding  thioredoxin  (Mamocoo e ol 2002)
Peroxiredoxm 5 (also called antioxidant proedein 2, ACGP2
or peroxiredoxin 6) 15 an important antioxidant  protein
(Wang e al. 2003}, In both cases the expression was higher
in the IL-6 KO mice, which suggests physiological responses
to the imcreased oxidative stress known (o oocur inthese mice
(Penkowa ef al. 2000}

Integral membrane predein 2A 15 a membrane protein
which has besn involved in chondrogenesis and osteogenesis
{Tuckermann & o, 20000 and in T cell regulation (Kirchner
and Bevan 1999).

ATP-binding cassette subfamily A (ABCI) s a member of
the superfamily of ATP-binding cassetle transporters. ABC]
functions as a cholesterol efflux pump i the cellular lipad
remaoval pathway and may be related w Alshemner disease
(ALY (EKatmow of af, 2004,

RIKEN cDNA 2610001E17 gene, also known as steroid-
sensitive protein 1 (Urb, S5sgl), has besn described in
reproductive fissues and suggested 1o be mvolved n
MAMmAy carcinogeness (Marcantonio of af. 2001,

Alsered response bo bk mjery in [L-6 KO mece 425

Integrin beta 1 (fbrontectin receptor beta) is a major protein
comimolling cell-cell recognition and in the meraction with
exiracellular matnx components and has been suggested 1o be
of the utmoest importance in the CNS (Mercado ef af. 2004).
The expression of this gene was significantly increased by the
crvoleston and furher increased n IL-6 KO mice. Interest-
ingly, a ligand of this receptor, fbronectin, was also
up-regitlated and tended o be imereased in IL-6 KO mice. Ti
is also remark able that, in NIH 3T3 cells, it has been describsed
that CDX51 plays a key mele in selectively strengthening
alphatbetal integrnn-medited adhesion to laminin-1 {Lam-
merding ot al. 2003}, moreover, in the CNS i has been shown
that the mewrite catgrowth induced by tenascin-C is mediated
by neuronal alphaTbetal integrin (Mercado er al. 2004), Bath
CIM5] and tenascin-C tended to be more up-regulated in IL-6
KO mice (see Fig. 3). All these data suggest a clear amplif-
cation mechanism of thas cellilar pahway being established
dunng mpury which would nonmally be mhibited by IL-6

Cathepsing are widely expressed cystemne proteases onpla-
cated in both intracellubar protealysis and extrace] hular matrix
remodeling and cathepsins B and L, at least, play a pivotal
role in maintenance of the CNS (Felbor of al. 2002). While
cathepsin © was already significantly up-regulated at 1 dpl
(see Fig, 3), many other cathepains (H, B, [}, 5, L and &)
shovwved a delaved response, IL-6 deficiency showed diffizrem
etfiects on cathepsin B depending on the probe set in the chip.
Results in other tissues suggest a stimalatory effect of [L-6
(Taujinaka ef af. 1996}, which does indeed happen with one
of the probe sets (162271 € at).

Senne (or cvsteine) protemnase mhibator, clade H, member
| {Hage7), a collagen-binding chaperone (Koide e al. 20000,
and procollagen, type IV, alpha 1 followed a similar pattern
of expression, IL-6 defickency causing a stronger response at
4 dpl and a weaker response ai # dpl compared with WT
mie. Indeed, the same tendency was observed for other
collagen genes, namely procollagen, type XVIIL alpha 1 and
procollagen, fvpe V. alpha 2. Guanme nucleotde-binding
peedein, alpha 13, shown to be involved in the regulation of
cell movement in response 1o specific ligands xs well as in
developmental angiogenesis (Offermanns o al. 1997} also
followed a similar pattem of expression.

Genes wperegndated ar 8 davs post-lizion

As could be expected, at this timing only a few genes wene
up-regulated, basically related to the matmx extracellular
media and, somewhat surprisingly, insulin-like growth factor
2. IL-6 deficiency did not significamt]y affect any gene af this
fumng

Genes affected by fmterleukin-t deficiency at most limings

The hierarchical clustering identified a number of genes
which were up-regulated compared with WT mice at most, if
ned all, tmings analyeed; some of these genes did respond 1o
the cryabesion, basically at 4 dpl, while sthers did not, These
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genes are therelfore likely 1o underlie aspects of the phenotype
of the IL-6 KO ecourring in normal conditions and are shown
in Fig 6. A brief discussion of these genes follows, which
highlights the heterogeneous nature of their functions which
can, nevertheless, be grouped m o few categornes.

Genes relating 1o prolem svathesis and metabolism
vares levels were different m the 10L-6 KO mice, These
included emmymes mvolved in amino acid metabolisin (serne
hydreocymethyl transferase 1, glyeine amidinotransferase,
omithine aminotransterase, phosphatidylserine decarboecy-
lase-like), protesses (proprotein convertase subdilisinkexin
ivpe 4) and protein ghycosviaiion (expressed sequence
ALOIETOZ, ribophorin 1, ribophorin 1. Another gene altened
was RIKEN ¢DNA 0610GEPOT gene (signal saquence
receptor, ganma, Sar3, TRAPG) which is one of the four
protens of the ‘translocon-associated protein’, a component
of the imnslocation site (mnslocon) o which nascent
polypeptides pass through the endeplsmic reticuben mem-
brane (Hartmonn or al, 1993}

Some genes related o mENA metabolism were also
atfected, such as the subunit Cned? of the carbon catabaliie
repression 4-NOT complex of proteins {Demis and Chen
20003y, Quaking, which shows BENA binding and signal
transduction capabilities and 15 necessary In embryogenesis
andd mvelination (Ebersole o al, 1996); and hypothetical
protein MGC3T309 (heterogensous nuclear ribomicleopno-
tein A3}, which has been shown to have a robe in cytoplasmic
trafficking of RNA in eligodendrocytes (Ma er o, 2002).

A number of ransenption etors were also gher m [L-6
KO mice: transenption Gctor 12, invelved m oligedendrocyte
development (Riemenschneicler ef af. 2004); sex-detemmining
region Y-box 2 (S0X2), expressed in embryonic stem cells and
newral stem cells (Mivags ef el 2004 ) and sugeested to be a
repressor of neurcnal differentiation (Ohba & al. 2004}
mberestingly, nuckease-sensitive elament bmding protem 1
Ykl b which could be a functional antagonist of Ybx 1 (Chba
ef al. 20d), follewed a similar pattern of expression, Chro-
matin structine is essential for the control of gene wanscription
and histones are major prodeins in this regard. H33A is a
replacement histone of the main histone H3 which can be
synthesized in the absemce of DNA replication (Bramlage
ef al. 1997) and was found to be mereased by 10L-6 deficiency.

There were many genes potentially controdling  brain
cytearchiteciure and function which were affected by IL-6
deficiency: cadherin 11, which belongs to one of the mapor
classes of adhesion receptors which are important for the
organization of embryonic tissues meluding CNS (Marthiens
ef al. 2002); the cell adhesion ghyeoprotein CI64 has been
identified an primitive hematopoietic precursor cells and'or
their mseciated siromal'endothelial elements (Watt and Chan
20000, tight junction protein | (zonula occludens-1 protein}
hxs been suggested to be a megulatory and'or scaffiolding
factor o1 gap junctions which (o electneal synapses
between neurons (Li ef ol 2004 gap junction membrne

channel protein alpha 1 (connexin 43) and gap junction
membrane channel protein beta 2 jconnexin 26), known 1o
exert newroprotective properties (Makase e af. 2004%; and
cludim 11 {oligedendrocyte-specific profein} s responsible
for the fommation of tight junchion Intmmembrmneus stmnds
n CNS myelin and betwesn Seriol cells (Gow ef al. 199%);
Microtubule-asaociated protein, BF/EB [Gunily, member )
{Ebl} i a microtubule-associated protein which could be
involved in peurite ouigrowih (Momison er el 2002}
RIKEM cDNA 1110004F 14 gene, integrin alpha ¥ (CD31)
plays a role in mamiaming the associstion between cerebral
microvessels and CNS parenchymal cells (MeCanty e al,
2002y, Duffy blood group (FY) is a seven wransmembrane
receptor for C-X-C and C-C chemokines which i present in
the endothelial cells of microvasculamre of non-crytheoid
fissies meluding normal bran (Hesselgesser and Homk
19990, emdothelial differentiation sphingolipid  Geprotein-
coupled receptor 1 (IpB1, S1P1) s mvolved 0 angiogenesis
as well as nevrogenesis (Flarada ef of, 20040 tssue mhibator
of metalloproteinase 3 confributes to the control of the
activity of mainx mefalloproteinases and thus of the
protenlytic nemodeling of the brain microvascular system, a
key step dunng lenkocyie migrstion inte the brain perivas-
cular tizsue; the mhibiory role of [L-6 observed m this study
i consistent with previeus findings (Bagno er ol 1999),
Remarkably, the expression pattern of tissue inhibitor of
mietalloproteinase 2 was similar (see Fig. 4.

Expressed sequence AIM15285 is a Rab3]-like protein,
thus related 1o small G protemn superfamily GTPases, which
are involved in intacelbile rafficking, secretion and vesic-
wlar ranspor.  Another member of this superfanily of
profeins s s homolog gene fanily, member A (Rhoa),
which followed the same pattemn of responses as Rab-31 for
bath the cryolesion and 1L-6 deficiency; Bhoa can inhibit
neurte elongation and branching during development and
regenerxtion (Mewmann ef af. 2002). Ansther member of this
superfanily 15 cell division cvele 43 homolog (Cdedd),
which instead prometes neusite branching (Leembuis e al.
204}, Vinculin physically conples imegrins o the cytoske-
leton, mechamically stabilizes cell shape and supporis rac-
dependent |anellipadia fonmation and seems o contnbute o
neuronal cone growth control o keast m part by inlencting
with Bhe and Ceded? peoteins (Renaudin er af, 1999,

Other genes which were likely to be important were the
synaptic wvesicle protein synapsin 1I; pleistrophin {also
known a5 hepann-binding neurotrophic factor); holocyio-
chrome ¢ synthetase, essential for function of coechrome o
mn the matochondnal resprdory cham and linked fo bran
development and male survival (Prakash ef af. 2002); alpha-
synuclein, which has been linked 1o the genesis of the
idiopathic form of Pakinson's disease, fomms a stromg
complex with the dopamine transporter (Wersinger ef all
2003), protemn kinase mhibator, alpha 15 a0 nhibater of
protein kinase A (FEA) which has been suggested 1o be
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invalved in the contml of synaptic plasticity, leaming and
meimory (de Lecea o al. 1998); hypoxia-inducible factor 1,
alpha subumnit {MOP1) which exenis neuroprofective rolbes
(Bemandin o ol 2002); stearoyl-coenzyme A desaturass 2,
an endoplasmic reticubumn-bound enspyme iInvolved 10 bipid
metabohsm;  lyiosomal-associiad protein  trnsmembrme
4A, ivolved in the ansport of nucleosides and other small
miobecules (Hogwe of al. 2002); and erythroid differentiation
regulator, a novel protein involved in hemoglobin synihesis
which is likely 10 participate in other processes such as cell
survival and growth control (Donmer er al. 2004}

(renis dows-regidated By e crvalesfon

All the genes discussed above were up-regulated by the
cryobesion. As conld be expected, the hicrarchical clustering
also wentified genes which were down-regulaied and. agan,
IL=6 deficrency made a dilference for some of them. These
genes are shown n Fig. 7.

A group of genes which was remarkably affected was
related to ion chaneels: protein distamily related to the
ganma subunit family (Prl), a voltage-dependent ealcium
channel gamma subunit-like profein (Klughauer er af. 2000
sodium channel, veliage-gated. type . alpha polypeptide
(Zcnlak cakomm channel, voltage-dependent. alphalidelta
subunit 1 (Cacna2d1); and GABA-A receplor, subunil delta
(Gabrd). IL-6 deficiency affected all but the later.

Several factors invelved in the contrel of gene transcrip-
tiom or associated with signal transduction were also different
m IL-6 KO compared with 'WT mece: caloinm/calmodulin-
dependent protein kinase 11 alpha (CaME 1), which bas been
shown to contro] glutanatergic synapses and leaming (Wang
ef ol 2003); expressed sequence AIBSA630, ephrn receplor
A5, involved in axon guidsnce (Feldheim ef aof 2004} and
nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1 {OOUP-
TF1} mnporant for ohgodendrocyte  dafferentisfion  and
myelination (Yamaguchi er af. 2004}, were all higher in the
IL46 KO mice; other tmnscnpiion ftors were, 1 contrast,
lower in IL-6 KO mice: ranscription factor 2 (hepalocyte
nuclear factor-1 bata), not shown previously in the brain;
IL-15 meceptor, alpha chain, important for angiogenesis in
addition to the control of the unmune system {Angiolillo
efal. 19971 chemokine (C-C motif) hgand 27 (Cel2T)
which, by alternate splicing, can produce a secretable farm
which meracts with its cognate recepior, OC chemokine
receptor 140, and a pon-secreted fomm which is targeted to the
nuclens, PESEY, which is found in the brain and appears io
be able to meddulate transcription and alter cell morphology
(Mibhs and Graham 2003); and ventral anterior homeohox-
conlaining gene 2, a iranscription factor which has been
shown 1o specily positional identity along the dorsal-ventral
axis of the retina and influence retinotectal mapping { Schulte
e arl. 19995 U2 small nuclear nbonucleoprotein B, which is
imvabved in the mENA splicmg process (Meister of af. 2001},
was Jess expressed in [L-6 KO mice,
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Homwer, mewronal immediate eardy gene 2 (cupsding was
down-regulated by the crvolesion and the expression levels
were higher i the IL-& KO mice; this is in confrast fo the
related protein Homer | (see Fig. 2). Homer 2 may serve as a
post-synaptic scaffold protein which links metabotropic
glutamiate recepdor (milahel ) signalmg wath actin cvtoskeleton
and Bho farnily proteins such as Cded 2 (Shiraishi er af, 195959,

Myoglobin binds to and facilitates the miracellular diffo-
sion of (¥ from capillary blood io myocyte mitochondria and
may scavenge intracellular MO (Sum oer gl 2003) but,
surprisingly, the cryolesion decrexsed s expression amdd,
maoreover, [L-6 deficiency further decreased u. This could
comtribie to the owtcome observed in these mice regarding
oxidative stress, to which could funher be added the
increased levels of prostaglandin D2 synthase.

Concluding remarks

Troumatic brom mury s one of dhe leading conses of
transient and peamanent disabilites, This study demonstrates
a large nunber of genes imvolved in the responses of the
brain to damage. Mamy of them have also been shown in
other models of brain mjury (Tang & al. 2002; Natale er al.
2003; Kury e al. 2004}, therchy validsting our results and
underscoring & quite consistent pattern of response of the
beain Lo mjury. Due 1o the lege pumber of animals nsed we
detected a higher number of genes involved in this response.
Previows studies, including ours, have shown that 1L-6-
deficient mice have a clear phenetype in nommal and injury
condions regarding brain functions (see Introduchion) and
the present study has identified, for the first e, many
peential genes which could be underlying such a phenotype.
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Table 51. Affanetnix probe sel numbers and gene names
are shown for cach figure; names are armanged alphabetically.,

Table 52, Functional classification in gene-ontology (GO)
categonies of the genes belonging to each of the clusters
identified in Figure 1.
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