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RESUMEN

Los receptores tipo Toll (TLRs) son conocidos por tener un papel esencial en la
inmunidad innata, pero ademas de esto, en los Ultimos afios, son reconocidos por su
participacién en procesos de neurogénesis en células precursoras neurales (NPC) de
cerebro, asi como en su diferenciacién. Sin embargo, no existen antecedentes sobre
estos procesos en NPCs de la médula espinal. Este estudio se centra en la influencia
de los TLRstipo 2 y 4, que se expresan en la médula espinal y sus precursores neurales,
mediante la realizacion de ensayos con NPCs derivados de ratones Wild-Type, TLR2
knockout y TLR4 knockout. En primer lugar, se estudia la naturaleza multipotente de
esta poblacién, en cada genotipo, estudiando la proporcibn de neuronas,
oligodendrocitos y astrocitos en condiciones de proliferacion y diferenciacion. Por otro
lado, se evallia la respuesta de las rutas de sefializaciéon JAK-STAT y WNT en respuesta
a interferon gamma de forma comparativa en los NPCs derivados de los tres fenotipos
WT, TLR2 y TLR4 KO.

Los resultados obtenidos mostraron que la ausencia de TLR2 y TLR4 tiene una
influencia sobre el proceso de diferenciacion de NPCs de médula espinal, aumentando
el nUmero de precursores neurales, con una respuesta limitada de las vias JAK/STAT y

WNT en presencia de interferbn gamma.

Los TLRs estan implicados en la correcta activacion de las rutas WNT via ERK

y JAK/STAT en cuanto al proceso de diferenciacion.

PALABRAS CLAVE: Receptores tipo Toll, células precursoras neurales, TLR2

knockout, TLR4 knockout, via de sefializacion JAK/STAT y via de sefializacion WNT.



ABSTRACT

Toll receptors (TLRs) are known to play an essential role in innate immunity, but
in addition to this, in recent years, they have been recognized for their involvement in
neurogenesis processes in neural precursor cells (NPCs) in the brain, as well as in their
differentiation. However, there is no history of these processes in spinal cord PCNs. This
study focuses on the influence of TLRs type 2 and 4, which are expressed in the spinal
cord and its neural precursors, by conducting trials with NPCs derived from Wild-Type
mice, TLR2 knockout and TLR4 knockout. First, the multipotent nature of this population
is studied, in each genotype, by studying the proportion of neurons, oligodendrocytes
and astrocytes under conditions of proliferation and differentiation. On the other hand,
the response of the JAK-STAT and WNT signalling pathways in response to gamma
interferon is evaluated in a comparative way in the NPCs derived from the three
phenotypes WT, TLR2 and TLR4 KO.

The results obtained showed that the absence of TLR2 and TLR4 has an
influence on the process of differentiation of spinal cord NPCs, increasing the number of
neural precursors, with a limited response of the JAK/STAT and WNT pathways in the

presence of gamma interferon.

TLRs are involved in the correct activation of WNT pathway via ERK and

JAK/STAT pathway in terms of the differentiation process.

KEY WORDS: Toll-like receptors, neural progenitor cells, TLR2 knockout, TLR4
knockout, JAK/STAT pathway and WNT pathway.
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Influencia de los receptores tipo Toll y las vias JAK/STAT y WNT en precursores neurales

1. INTRODUCCION

1.1. Receptores tipo Toll (TLRS)

Los receptores tipo Toll (TLRs) pertenecen a una familia de receptores que fueron
por primera vez identificados a raiz del descubrimiento de la proteina Toll en Drosophila
melanogaster (Anderson et al., 1985) . A su vez, son la primera clase de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que fue identificada (Chen et al., 2019), lo que
significa que tienen un papel esencial en la activacion de la inmunidad innata y por
consiguiente la activacion de la respuesta inmunolégica adaptativa, al reconocer y
unirse a patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) (Heiman et al., 2014) ,
como son los carbohidratos bacterianos como los lipopolisacaridos (LPS) y patrones
moleculares enddgenos asociados al dafio (DAMP) como la fibrina (Akira et al., 2006;
Chen et al., 2019; Lehnardt, 2010).

Hasta ahora han sido identificados diez miembros de la familia de TLRs en humanos
y doce en ratones, siendo del TLR1 al TLR9 expresados en ambos, TLR10 Unicamente
en humanos y TLR11, TLR12 y TLR13 solo en ratones (Roach et al., 2005; Chen et al.,
2019) (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacién de los Receptores Tipo Toll (TLRs). Elaboracién propia.

Tipo Especies Localizacién Ligando Adaptador
TLR1  Humano, raton Membrana Lipopeptidos ) haa TiRAP
plasmatica triacilados
Lipopéptidos
TLR2  Humano, rat6n Membrana — triacilados, quitina, ;. peg TiRAP
plasmatica porinas,
glicolipidos
TLR3 Humano, ratén Endolisosoma ARN de dpble TRIF
cadena (virus)
. Membrana , N MyD88-TIRAP;
TLR4 Humano, raton plasmatica Lipopolisacéaridos TRIE-TRAM
TLR5 Humano, raton Memb(a_na Flagelina MyD88
plasmatica
TLR6 Humano, ratén Membrana Lipoproteinas MyD88-TIRAP
plasmatica diaciladas
RNA de cadena
TLRY Humano, raton Endolisosoma simple (ricos en MyD88
GU)
RNA de cadena
TLR8 Humano, raton Endolisosoma simple (ricos en MyD88
GUy AU)
TLR9 Humano, ratén Endolisosoma ADN no metilado MyD88
con motivos CpG
TLR10 Humano Endolisosoma Desconocido MyD88
TLR11 Ratén Membta_na Flagelina y profilina
plasmética
TLR12 Raton Endolisosoma Profilina
TLR13 Raton Endolisosoma ARN ribosomal

23S

Los TLRs son glicoproteinas compuestas por dos dominios principales: uno de ellos

formado por repeticiones ricas en leucina (LRR) y el dominio del receptor
Toll/interleucina-1 (TIR). Cuando se produce la union de un ligando, este tltimo dominio
produce un cambio conformacional que lleva a iniciar la cascada de sefializacién
intracelular a través de interacciones con adaptadores, los cuales son reclutados (Kawai
& Akira, 2005). Una vez ocurre esto, se activa la expresion de gran cantidad de genes
imprescindibles en la respuesta inflamatoria y la produccién y liberacion de citoquinas y

qguimioquinas dependientes del Factor Nuclear kappa B (NF-«kB) (Heiman et al., 2014).
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La activacion de la sefalizacién de los TLRs esta mediada por cinco adaptadores
(Figura 1): la proteina adaptadora del factor de diferenciacion mieloide-88 (MyD88),
TRIF (TIR-domain containing adaptor protein inducing interferon- f8), TIRAP, TRAM y
SARM1. Todos ellos contienen el dominio TIR, y es a través de las interacciones de
estos dominios de los TLRs y de sus adaptadores, como tiene lugar la activacion de la
sefalizacion (O’'Neill & Bowie, 2007). Una vez tiene lugar esta union, los TLRs forman
homo- o heterodimeros y de esta manera se inician las vias dependientes de MyD88 y
TRIF. Estas dos proteinas pueden unirse directamente al TLR o hacerlo de manera
indirecta a través de TIRAP o TRAM. (Chen et al., 2019). La via dependiente de MyD88
es la responsable de la mediacion de la mayoria de las sefiales de los TLRs, excepto
TLR3 que siguen la via dependiente de TRIF, y de la sefializacion del dominio del
receptor de la interleucina-1 (IL-1) (Liu et al., 2016). Los TLR4 son los Unicos dentro de
la familia de TLRs capaces de llevar a cabo la sefializacion a través de las dos vias,
tanto la de MyD88 como la de TRIF.

Como se puede observar en la figura 1, la via dependiente de MyD88 da lugar a la
activacion de las proteinas quinasas IRAK (IRAK1 y IRAK4), importantes mediadoras
de la sefalizacién que a través la fosforilacion de TRAK6 dan lugar a la activacion de
diversos factores de transcripcibon como NF-xB, AP-1, Factor de Regulacion del
Interferon | (IRFs) y de MAPK, y una vez se encuentran activados pueden ser
translocados al nicleo favoreciendo asi la transcripcién de genes que participan en la
inflamacion como COX2, iNOS y citoquinas como IL13 (Leulier & Lemaitre, 2008;
Heiman et al., 2014).

Por otro lado, la via dependiente de TRIF tiene lugar en los endosomas y la llevan a
cabo Unicamente los TLRs tipo 3 y 4 produciendo una respuesta a través del Factor 6
asociado al receptor del TNF (TRAF6), TRAF3 y la proteina quinasa 1 (RIP1). Esto
provoca la activacion del Factor de Regulacion del Interferon 3 y 7 (IRF3 y IRF7)
mediante su fosforilacidn, los cuales podran ser translocados al ntcleo donde favorecen
la activacion de NF-«xB y transcripcion de citoquinas (O’Neill & Bowie, 2007; Luo et al.,
2019; Lacagnina et al., 2018). El TLR4 utiliza el adaptador TRAM como puente para
unirse a TRIF, el cual se encuentra en la membrana de los endosomas (Fitzgerald et al.,
2003).
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Figura 1. Vias de sefializacion de los diferentes tipos de TLRs. Figura obtenida de (Chen et al.,
2019).

Los del tipo 2 se encuentran en la membrana plasmética y se retinen dando lugar a
heterodimeros junto con TLR1 o TLR6 (Takeuchi et al., 2002; Okun et al., 2010), lo que
les otorga una mayor especificidad de los ligandos (Lacagnina et al.,, 2018). Estos
heterodimeros provocan el inicio de la sefializacion intracelular dependiente de MyD88,
el cual mediante el adaptador TIRAP activa las quinasas IRAK y continla la sefalizacién

previamente descrita culminando con la activacion de diversos factores de transcripcion.

Por otro lado, el TLR4 fue el primero de la familia en ser identificado en mamiferos,
y el mas estudiado de todos (Medzhitov et al., 1997), debido a que es el Unico cuya
sefalizacion puede seguir la via dependiente de MyD88 o TRIF utilizando como
intermediarios TIRAP o TRAM respectivamente. El ligando clasico de este tipo de
receptores son los lipopolisacaridos (LPS), se encuentran en la membrana externa de
bacterias Gram negativas (Strain et al., 1983). Con la unién de estos ligandos, se inicia
una serie de reacciones moleculares que acaban provocando la activacion de NF-«xB,

MAPK, AP-1 o del Factor de Regulacion del Interferon (IRF) y culminando con la
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transcripcion de los mediadores inflamatorios como IL-6 o IL-1p (Hori & Nishida, 2008;

Heiman et al., 2014; Lacagnina et al., 2018; Medzhitov et al., 1998).

1.2. Receptores tipo Toll en precursores neurales (NPCs) del sistema nervioso

Tanto la activacion de los TLR4 como la activacién de los heterodimeros de TLR2
se ha comprobado que afecta a la proliferacion de las NPCs en adultos, llevando a la
secrecién de citoquinas proinflamatorias (Okun et al., 2010). Tal y como se representa
en la figura 2, ambos tipos de TLRs muestran funciones opuestas en la proliferacion y
diferenciacion de estas. Mientras que una ausencia en TLR2 provoca una disminucion
de la neurogénesis y Unica produccion de astrocitos, una disminucién en TLR4 muestra

mayor proliferacion y diferenciacién neuronal (Rolls et al., 2007).

En un estudio realizado por Shechter et al., 2008 se demuestra que el TLR4 tiene
un efecto regulador negativo sobre la proliferacion de células progenitoras de la retina
(RPCs). Una deficiencia de este tipo de TLR en ratbn mostré una mayor proliferacion de
RPCs.

En hipocampo, se ha demostrado que la deficiencia de TLR2 perjudica a la
neurogénesis, mientras que la deficiencia de TLR4 provoca un aumento en la
proliferacion y diferenciacion neuronal. Se observé también que ambos tipos regulaban

el destino y autorenovacion celular de las NPCs (Rolls et al., 2007).

En cuanto a NPCs humanas, los TLRs 2 y 4 se encuentran expresados. La
activacion de los TLR4 a través de lipopolisacaridos lleva a la diferenciacion de neuronas
y oligodendrocitos y a su supervivencia, mientras que, si estos son inhibidos por un

antagonista, se promueve la muerte celular o apoptosis (Grasselli et al., 2018).
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Figura 2. Esquema de las posibles diferenciaciones de cada fenotipo en estudio: WildType,
TLR2 knockout y TLR4 knockout en células precursoras neurales del cerebro. Figura obtenida
de (Anthoney et al., 2018).

Las células precursoras neurales (NPCs) derivadas del canal ependimario de la
médula espinal, son células ciliadas que se disponen formando una capa delgada
expuestas al cuarto ventriculo de la médula espinal. Son estos cilios lo que les permite
mantener y controlar el flujo del liquido cefalorraquideo (Alvarez-Buylla et al., 2001;
Moreno-Manzano, 2020; Sabelstrom et al., 2014). El desarrollo de estas células y su
diferenciacioén dan lugar a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Nicolas et al., 2013).
La determinacion del destino de las NPCs, asi como su diferenciacion requieren de la
sefalizacion de los TLRs, los cuales se ha visto que se encuentran implicados en la
neuroinflamaciéon asociada a un gran numero de condiciones neuroldgicas y
neurodegenerativas del Sistema Nervioso Central (Heiman et al., 2014; Anthoney et al.,
2018). Numerosos estudios demuestran la relevancia de su funcién de proteccién y
defensa del organismo a través del inicio de cascadas de sefializacion inflamatorias en
respuesta a lesiones, infeccion y estrés en neuronas, astrocitos y microglia (Lacagnina
et al., 2018; Okun et al., 2010).

Ante una lesion de la médula espinal, las NPCs proliferan y se diferencian dando
lugar en la mayor parte a astroglia y en una menor proporcibn a neuronas y
oligodendrocitos, es por ello por lo que se dice que son una via importante de
regeneracion del sistema nervioso central. Es esa astroglia, a la que se le denomina

astroglia reactiva, que da lugar a la cicatriz glial que se forma alrededor de la lesion de
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la médula espinal (Okano et al., 2005). Los astrocitos reactivos producen gran cantidad
de cambios en la expresion de genes en respuesta a estas lesiones, principalmente
encontramos la Proteina Fibrilar Glial Acida (GFAP) como marcador de este aumento

de expresion (Han-Chung et al., 2016).

En definitiva, no existen precedentes a cerca de la funcibn que este tipo de

receptores ejercen sobre las NPCs de la médula espinal.

1.3. Las vias de sefializacion JAK-STAT y WNT y su relacién con TLRs en NPCs

Ruta de sefializacién d i I ]

La ruta JAK-STAT debe su nombre a las dos familias de proteinas que se
encuentran involucradas: las quinasas Janus (JAK) y el Transductor de Sefal y
Activador de la Transcripcion (STAT). Las primeras engloban cuatro tirosinas quinasas
(JAK1, JAK2, JAK3 Y TYK2), mientras que las segundas agrupan a siete factores de
transcripcion (STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B Y STAT6) (Nicolas et
al., 2013; Laurence et al., 2012).

Como se puede ver en la figura 3, la activacion de la ruta JAK-STAT mediante la
unién de un ligando, ya sean hormonas, factores de crecimiento o citoquinas como
Interferén gamma (IFN y) e Interleucina-6 (IL-6) (Kisseleva et al., 2002; Han-Chung et
al., 2016), al receptor en la membrana plasmatica, da lugar al reclutamiento de las
proteinas JAK produciendo su activacion y la fosforilacion de los STATSs, los cuales
forman un dimero que puede ser translocado al nicleo para unirse a las secuencias de

ADN vy activar asi la expresion de genes (Tapia et al., 2017; Nicolas et al., 2013).

Existen diferentes mecanismos que permiten controlar la actividad de esta via, como
el estado de fosforilacion de las proteinas JAK y STAT o la actividad quinasa de JAK
(Nicolas et al., 2013).
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Hormone Growth factor Cytokine

Figura 3. Esquemade la via de sefializacién JAK-STAT: mediante la union del ligando al receptor
se produce la fosforilacién de las proteinas JAK y consiguiente fosforilacién y dimerizacién de las
STATSs, las cuales son translocadas al nicleo para la activacion de la transcripcion de genes.
Figura obtenida de (Nicolas et al., 2013).

Estudios previos han demostrado que la activacion de la ruta JAK-STAT esta
asociada con la formacion de la cicatriz glial en lesién de la médula espinal, asi como la
regeneracion de axones y por tanto, su papel protector (WANG et al.,, 2015).
Concretamente, se ha demostrado que STAT3 se encuentra activada en zonas de lesion
con astrocitos reactivos (Yao, 1997) , jugando un papel esencial en la formacion de la
cicatriz y frenando la inflamacién (Streit et al., 1998). Por todo ello, la presencia de NPCs
en la médula espinal incrementa la capacidad de esta para regenerarse ante posibles

lesiones (Horner et al., 2000).
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Via d Aalizacion i

La via de sefalizacion WNT se puede dividir en dos tipos: la ruta canénica y la no
canonica dependiendo de cual es el ligando que la activa (Figura 4). En la ruta canénica
0 dependiente de B-catenina, cuando el ligando de WNT se une al receptor Frizzled
(Fzd), se produce la unién entre este y el Low-density Lipoprotein Receptor-related
Protein 5/6 (LRP5/6) (MacDonald & He, 2012) formando un complejo que se une a la -
catenina y permite su translocacién al nicleo, donde al unirse al factor de transcripcion
nuclear LEF/TCF forman un complejo que activa la expresion de genes que participan
en la proliferacion y diferenciacion celular. Cuando no hay un ligando de WNT esta ruta
se encuentra inactiva y la B-catenina es entonces degradada en el citoplasma por la
Glicogeno Sintasa Quinasa 3 (GSK3) y la caseina quinasa 1 mediante una serie de

fosforilaciones y ubiquitinaciones (Gao et al., 2020).

Por otro lado, las rutas independientes de la presencia de la B-catenina se llaman
rutas no canonicas, y estas inactivan la ruta canénica. En la via Wnt/PCP se produce la
interaccion del ligando WNT y los receptores Fzd provocando la activacién de Guanosin
Trifosfatasas (GTPasas), quinasas RhoA, Rac y las quinasas Jun (JNK). La via
WNT/Caz+ activa, mediante ligandos Fzd y el Factor Nuclear de las células T activadas
(NFTA), la sefalizacion de la proteina G, regulando asi el destino celular (Gao et al.,
2020).
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Figura 4: Diagrama de la ruta de sefializacion WNT: ruta canénica y no canénica. Figura obtenida
de (Gao et al., 2020)

1.3.1. Influencia de estas vias en la diferenciacién de NPCs de médula
espinal

Tanto la via de sefalizacion JAK-STAT como la WNT se ha demostrado que tienen
funciones sobre la proliferacion y diferenciacion de las NPCs (Wang et al., 2015), y es
gue estos son eventos muy importantes en la regeneracion de lesiones de la médula
espinal (Yun Hee et al., 2010).

La via de sefalizacion WNT media la proliferacion y diferenciacién de las NPCs,
pero a diferencia de la via JAK-STAT, WNT lo hace a través de la proteina p-catenina.
Es una via fundamental para mantener la homeostasis de estas células (Shitasako et
al., 2017), gracias a lo cual permite que exista un equilibrio entre la proliferacion y

diferenciacion neural, cuando esto no es asi resulta en numerosas patologias
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neuroldgicas (Noelanders & Vleminckx, 2017). Ademas, su activacion tras una lesiéon en

la médula promueve su regeneracion (Gao et al., 2020).

La ruta JAK-STAT frente a lesiones de la médula espinal promueve la
astrogliogénesis, es decir, la diferenciacion de las NPCs en astrocitos. Esto ocurre
mediante la activacién del receptor del factor neutréfico ciliar (CNTF) que por
consiguiente activa JAK1, STAT1 y STATS. Estudios demuestran que STAT3 realiza un
papel importante en la diferenciacién glial dando lugar a astrocitos (Wang et al., 2015;
Bonni et al., 1997). La activacion de STAT3 se produce a través de gp130, un complejo
de receptores de membrana capaz de producir la transduccién de sefiales de citoquinas
como IL-6. Gp130 activa JAK que a su vez fosforila STAT3 permitiendo su translocacién

al ndcleo (Nakashima et al., 1999).

Como vemos representada en la figura 5, ambas rutas se encuentran relacionadas
en la diferenciacion neural en el cerebro. La ruta JAK-STAT promueve la gliogénesis,
es decir, la diferenciacién de las NPCs a astrocitos, mientras que la activacion de la

sefalizacion de WNT da lugar a la formacién de neuronas.
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Figura 5. Relacion entre las vias de sefializacion JAK-STAT y WNT en diferenciacion de NPCs.
Figura obtenida de (Lee et al., 2016)
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2. HIPOTESIS

Miembros de la familia de los TLRs, independientemente de su papel en la
regulacion de la respuesta innata a estimulos propios o adquiridos frente a patégenos,
poseen un papel reconocido en procesos de neurogénesis en precursores neurales
(NPC) de cerebro. Estos procesos estan asociados a una intervencion en la capacidad
de autorenovacién de los nichos neurogénicos, asi como en los procesos de
diferenciacion. Sin embargo, no existen antecedentes en la bibliografia que extrapolen
estos procesos a los NPC de la médula espinal y, por otro lado, los mecanismos
moleculares que intervienen en estos procesos no estan bien definidos. La médula
espinal postnatal y adulta, de raton, y sus precursores neurales, expresa TLR2 y 4,
descrito por el trabajo previo de nuestro grupo de investigacion (datos no publicados) y
podrian contribuir al mantenimiento de este nicho neurogénico y a su especificacion
celular tal y como ocurre en cerebro. Ya que las rutas de sefializacion JAK/STAT y WNT
estan implicadas en los procesos anteriormente mencionados en NPCs, nuestra
hipotesis de trabajo se fundamenta en la implicacion de estas rutas como vias
alternativas a las clasicamente asociadas a la respuesta innata en la activacion de TLR2

0 4 en los NPCs de médula espinal.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la implicacion de los TLR2 y 4, en los
procesos de diferenciaciéon de NPCs derivados de médula espinal de raton, y su relacion
con las vias de sefializacion dependientes de JAK/STAT y WNT, y la relacion entre

ambas.

Para el desarrollo experimental del objetivo principal se plantean los siguientes
objetivos concretos empleando NPCs derivados de médula espinal de ratones neonatos
wildtype (WT), TLR2 knockout (KO2) y TLR4 knockout (KO4):

e Estudiar la proporcion de cada linaje neural (neuronas, oligodendrocitos y
astrocitos) en condiciones de proliferacion, en presencia de factores tréficos, y
de diferenciacién de forma comparativa entre las diferentes lineas transgénicas
(KO2y 4)y su control (WT).

e Evaluar la respuesta de las vias de sefalizaciéon JAK-STAT y WNT mediante su

activacion con Interferon gamma en los diferentes genotipos.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Extraccion y cultivo primario de NPCs de raton

Previamente a la extraccion de las médulas, se preparé una placa Petri en hielo con
solucion le lavado: DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-

12) y Penicilina/Estreptomicina dilucion 1:25.

Se realiz6 la extraccion de las médulas de ratones C57/BL6 proporcionados por el
Dr. S.Akira (Universidad de Osaka, Osaka, Japon) de los fenotipos Wild Type (WT),
TLR2 knockout (KO2) y TLR4 knockout (KO4) neonatos (5 a 7 dias). Los animales
utilizados para este trabajo fueron sacrificados por el personal acreditado con categoria
B siguiendo los protocolos aprobados por el comité de cuidado animal del Centro de
Investigacion Principe Felipe. Para ello se realiz6 la diseccion de la piel y fue retirada.
A continuacion, se retiro el tejido graso sobre las vértebras y mediante la ayuda de unas
pinzas histolégicas de punta fina, se sujeto la columna vertebral en la region cervical y
con otras pinzas se rompieron y separaron cada una de las vértebras desde la region
cervical hasta la region sacra. De esta forma queda expuesta la médula, la cual tras la
realizacion del corte de las uniones que la anclan a las vértebras pudiendo ser extraida.
Inmediatamente se colocaron las médulas sobre la placa Petri previamente preparada,

y se llevaron a las cabinas de cultivos para trabajar en condiciones estériles.

Se realizaron tres lavados de la médula, para lo que esta se pas6 a una nueva placa
Petri con solucion de lavado de manera que se limpiaron los restos no deseados que
pudieran quedar adheridos en la extraccién. A continuacion, la médula se pasé a otra
placa Petri con solucion de lavado donde se disgregdé mecanicamente utilizando unas
tijeras de diseccion y después con una micropipeta se recogieron todos los trozos de la
placa para pasarlos a un tubo Falcon de 15 ml donde se acabaron de disgregar con la
ayuda de la micropipeta. Se centrifugd durante 5 minutos a 1000 rpm, tras lo cual se
obtuvo una solucion de tres fases. Se descart6 el sobrenadante y el pellet formado por
restos de células sanguineas y meninges, mientras que la fase intermedia se recuperd
y traspasdé a un nuevo tubo Falcon de 15 ml en el que de nuevo se disgregd
mecdanicamente con la micropipeta. Se afiadié 5 ml de solucién de lavado y se volvié a
centrifugar 5 minutos esta vez a 1200 rpm. Este paso se repite las veces necesarias
hasta que quede una interfase limpia y libre de restos. Una vez limpia, esta interfase se
resuspendié con 10 ml de medio completo de proliferaciéon y se traspasé a una placa
Petri de 60 cm donde se dejaron proliferar durante 4-5 dias hasta la formacién de

neuroesferas. Pasado este periodo se traspasaron a placas en condiciones no
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adherentes, placas Ultra Low Attach (ULA), y se mantienen durante una semana en
condiciones de proliferacién, cambiandole el medio cada 2-3 dias hasta tener un cultivo

limpio.

Las NPCs se mantienen en condiciones no adherentes en placas con medio de
proliferacion completo (Tabla 1) en condiciones de 37°C, CO2 al 5% y humedad
constante para permitir asi la formaciéon de neuroesferas. Se realizaron cambios de

medio cada dos o tres dias.

Tabla 2: Componentes de los medios de cultivo.

Medio completo de
proliferacion

Medio de
diferenciacion

Hormona Mix

NeuroCult Basal
Medium

DMEM F-12

DMEM F-12

Penicilina/
Estreptomicina (1X)

HEPES (5 mM)

Glucosa (0,6%)

Suplemento de
proliferacion

NaHCO3 (0,1%)

HEPES (5 mM)

Heparina (0,7 U/ml)

Glucosa (0,6%)

NaHCO3 (0,1%)

FGF (10 ng/ml)

Penicilina/
Estreptomicina (1X)

Progesterona (0,2 nM)

EGF (20 ng/ml)

L-Glutamina (2mM)

Selenito sédico (0,3
uM)

Hormona Mix (1X)

Putrescina (0,1 mg/ml)

Apotransferina (0,8

Insulina (10 mg/ul) mg/ml)

FBS (2 g/10ml)

4.1.1. Experimento de diferenciacion

El primer paso realizado el recubrimiento de vidrios redondos con el Matrigel
Matrix (Corning) diluido 1:20 en DMEM-F12, este realiza funcién de sustrato sobre la
gue quedan adheridas las células. Se dej6 gelificar durante una hora a temperatura
ambiente y después se separaron los vidrios y colocaron en cada pocillo. Se realizaron

dos lavados con DMEM para eliminar los restos de Matrigel.
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Se realizé el sembrado de 4-104 células/cmz, para lo que primero se recogieron
las neuroesferas y se disgregaron con Acutasa (StemPro Accutase Cell Dissociation
Reagent Thermo) durante 3 minutos a 37°C. Después se afiadi6 DMEM para inactivar
la Acutasa y se centrifug6é a 1200 rpm durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante
dejando el pellet y este se resuspendié con 1 ml de medio de cultivo. Se tifieron con
TripanBlue dilucién 1:2 y se contaron las células utilizando la camara Neubauer. Se
sembraron las células y afiadi6 medio completo de proliferacién (Tabla 2) sin el factor

de crecimiento EGF.

Al dia siguiente se realiz6 un cambio de medio completo sin EGF a medio de
diferenciacion (Tabla 2) y se incubaron a 37°C, CO2z al 5% y humedad constante. Se
realizaron cambios con el medio de diferenciacién cada dos dias y tras 7 dias de
diferenciacién espontanea, se elimind el medio y las células fueron fijadas en
paraformaldehido (PFA) 4% durante 10 minutos.

4.1.2. Activacién con Interferon gamma

Para la realizacion de este experimento se prepararon placas de 6 pocillos con
Matrigel del mismo modo que en el apartado anterior. Se realizo el sembrado de 5:10s
células por pocillo, para lo que previamente fueron tratadas con Acutasa para disgregar
las neuroesferas. Se incubaron en medio completo de proliferacién a 37°C, CO:z al 5%

y humedad constante hasta el dia siguiente.

Al dia siguiente se cambi6 el medio completo a medio sin factores de crecimiento al
gue se le afadio el Interferon y (Recombinant Murine IFN-y, Referencia: 315-05 de
Peprotech) a concentracion 100 ng/ml a los diferentes tiempos establecidos. Una vez
pasados esos tiempos se paré la activacion poniendo las placas en hielo. Se les retird
el medio y se afiadi6 PBS (-Ca/Mg) en cada pocillo. A continuacién, se rasparon las
células y se recogi6 cada pocillo en un tubo Eppendorf de 1,5ml. Se centrifugd 5 minutos
a 3000 rpm y 4°C y se aspird el sobrenadante dejando el pellet en el cual se encuentran

las células. Estos tubos se guardaron a -80°C hasta su extraccion de proteinas.

4.2. Inmunocitoquimica

Se prepar6 una camara humeda en la cual se colocaron los cubres seleccionados y

estos fueron bloqueados con la solucion de Triton-100X al 0,1% y Normal Goat Serum
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(NGS) al 3% en PBS durante 1 hora. Se retird la solucion de bloqueo y se afiadi6 el
anticuerpo primario (Tabla 3) a cada uno de los cubres. A su vez se prepard un control
negativo en ausencia de anticuerpo primario. Por Gltimo, se dejaron durante toda la

noche a 4°C.

Tabla 3: Anticuerpos primarios empleados en la inmunocitoquimica.

Anticuerpo primario  Especie Caodigo Referencia Dilucion
GFAP Chicken ab134436 Abcam 1:1000
STAT3 Rabbit ~ Sc-482 Santa Cruz 1:500
Biotechnology

DSTAT3 Mouse  Sc-8059 Santa Cruz 1:500
Biotechnology

. Neuromics, ,

BTubulina Il (TUJ-1) Mouse MO15013 Edina, MN, USA 1:400
OLIG-2 Rabbit AB9610 Merck Millipore 1:400

Al siguiente dia el anticuerpo primario se recogio y se realizaron tres lavados de 5
minutos de PBS 1X de manera que se eliminaron los restos de anticuerpo primario. Se
adicion6 el anticuerpo secundario (Tabla 4) y se dej6 actuar durante 1 hora en oscuridad
y temperatura ambiente. A continuacién, se elimin6é el anticuerpo secundario y se
realizaron tres lavados de 5 minutos de PBS 1X. Se afadid la tincion fluorescente de
nacleos DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindol) dilucion 1:1000 en PBS 1X, dejandola actuar
exactamente 5 minutos. El Gltimo paso es el montaje de los cubres sobre los portas,
para lo que se aplicé una gota de Fluorsavetm Reagent, el cual sirve para preservar la

fluorescencia.
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Tabla 4: Anticuerpos secundarios empleados en la inmunocitoquimica.

Anticuerpo

secundario Codigo Referencia pilucion

4.3. Extraccién y cuantificacion de proteinas

Para la extraccion de proteinas de las células es importante mantener todo a 4°C y
preparar el mismo dia el tampon de lisis compuesto por Tris-HCI de pH 8 a 50mM, NacCl
a 150mM, SDS al 0,1%, NONIDET P-40, DOC al 0,5% y agua destilada. Se realiz6 con

las células activadas con el Interferén. y reservadas a -80°C.

Se afiadi6 el tampdn de lisis en cada tubo, se vorted y resuspendié mecanicamente
con la micropipeta. Se dejo actuar durante 30 minutos en hielo, entre los cuales cada 5
minutos aproximadamente se dio vortex. Se centrifugaron todos los tubos 10 minutos a
13000 rpm y 4°C y a continuacién se recogié el sobrenadante en el cual se encontraban
las proteinas. Es importante anotar la cantidad de sobrenadante recogido para su

posterior cuantificacion.

La cuantificacion de las proteinas se realizd6 por el método BCA (Acido
Bicinconinico), para el cual se utiliz6 el BCA Protein Assay Kit (Referencia: 23227 de
Thermo Scientific)y una placa de 96 pocillos de fondo plano. En ella se cargé el patrén
de BSA (Bovine Seric Albumine) (20, 10. 5, 2’5, 1°25, 0’6, 0’3 y 0 mg/mL) y las muestras
por duplicado. Se realiz6 la mezcla del reactivo de BCA segun el protocolo de la casa
comercial y se afadié a todos los pocillos. Se dej6é incubar 30 minutos a 37°C en el
Thermo Shaker a 300 rpm. Pasado este tiempo se midié la absorbancia de cada pocillo
de la placa con el espectrofotometro (VICTOR) a 570 nm. Con los resultados obtenidos
de las absorbancias se obtuvo la concentracién mediante regresion lineal utilizando la

recta patrén.
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4.4, Western Blot-SDS PAGE

Para la preparacion de las muestras, se calcul6 el volumen de cada una de ellas a
cargar para obtener una cantidad de 20 ug a la cual se le afadio el Loading Buffer
correspondiente a cada tubo de muestra y pusieron a hervir a 95°C durante 5 minutos
en el Thermo Mixer para asi desnaturalizar las proteinas. A continuacion, se puso en
otro tubo Eppendorf la mezcla de muestra y Loading Buffer con agua MilliQ estéril segin
la concentracion de cada muestra, para conseguir el volumen final deseado para cargar

en los geles. Los tubos ya preparados se reservaron en hielo hasta ser cargados en el

gel.

Para la preparacion de los geles de electroforesis en primer lugar se montaron los
cristales en la plataforma de 1,5mm comprobando que no hubiera fugas. Se prepar6
primero el gel separador al 10%. La mezcla se afiadié con una pipeta Pasteur entre los
cristales dejando aproximadamente 1,5 cm para el gel concentrador y se afiadié un poco
de isopropanol para facilitar su polimerizacion. Una vez este gelificd, se preparo el gel
concentrador a concentracion 2,5% de la misma manera, y se afiadi6 esta mezcla hasta
el borde habiendo previamente eliminado el isopropanol. Se colocé el peine de 15
pocillos rapidamente y se dejo polimerizar. Cuando el gel ya habia polimerizado se retiré

el peine y se coloco en el cassette de electroforesis.

Se prepararon el TBS y TBS-T. El TBS compuesto de Tris-Base a 20mM y 150mM
de NaCl pH 7,5y el TBS-T se prepar6 de la misma forma que el TBS afiadiendo 0,1%

de Tween.

Se montd la cubeta de electroforesis con el gel y el tampoén de electroforesis 1X
compuesto por Tris-base a 25mM, glicina a 190 mM, SDS 0,1% y agua MilliQ. A
continuacion, las muestras se pusieron en el Thermo Mixer a 95°C durante un minuto y
luego se les dio un spin. Las muestras y el Marker (PageRulertv Plus Prestained Protein
Ladder; Referencia: 26619 de Thermo Scientific) se cargaron en el gel y entonces se
enchufé la cubeta a la fuente de alimentacién programandolo a 100V durante 1 hora

aproximadamente.

El siguiente paso que se realizé fue la transferencia o electroblotting, para lo que
previamente se prepararon: el buffer de transferencia, membranas de PVDF y papeles
Whatman. El buffer de transferencia esta compuesto por Tris 25mM, glicina a 190mM,

metanol al 20% y agua MilliQ. La membrana de PVDF se activd con metanol durante 30
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segundos. Se afiadi6 el buffer de transferencia a una cubeta donde se realiz6 el proceso
de ensamblaje del cassete en el siguiente orden: anodo, esponja, 3 papeles Whatman,
membrana, Gel, 3 papeles Whatman, esponja y catodo. Se introdujo el cassete en la
cubeta con el buffer de transferencia y se conecto a la fuente de alimentacion dejandolo

correr a 400mA (al ser dos membranas) durante una hora y media.

Pasado el tiempo de transferencia, se recuperaron las membranas y se colocaron
en cubetas pequefias. Se tifid la membrana durante 5 minutos aproximadamente en
movimiento con Rojo Ponceau y se enjuagé varias veces con agua destilada hasta que
las bandas de proteinas eran visibles, para comprobar que la transferencia se habia
hecho de manera correcta. Después se realizd un lavado con TBS-Tween de 5 minutos
para eliminar la coloracion. A continuacién, las membranas se bafiaron en solucién de
blogueo (BSA 5%) durante 1 hora a temperatura ambiente y en movimiento. Y pasado
este tiempo las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario en BSA 1%

(Tabla 5) durante toda la noche a 4°C en movimiento.

Tabla 5: Anticuerpos primarios empleados en el Western Blot.

Anticuerpo . o . L
primario Especie Caodigo Referencia Dilucion
STAT1 Rabbit Sc-346 santa Cruz .44,
Biotechnology '
pSTAT1 Rabbit Sc-16570-R oanta Cruz 1:300
Biotechnology
STAT3 Mouse Sc-482 _Santa Cruz 1:300
Biotechnology
pSTAT3 Mouse Sc-8059 Santa Cruz .45
Biotechnology
GSK3b Mouse Sc-7291 Santa Cruz 1:200
Biotechnology
pGSK3b Rabbit 8566S Cell Signaling 1:1000
B Tubulin MA5-16308- Santa Cruz .
Loading control Mouse HRP Biotechnology 1:5000
44/42 MAPK Santa Cruz )
(ERK 1/2) Mouse Sc-514302 Biotechnology 1:500
Phospho-44/42
MAPK (pERK Rabbit 4370 Cell Signaling 1:2000
1/2)
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Al dia siguiente se recogio6 el anticuerpo primario y se lavaron las membranas tres
veces con TBS-T en movimiento. Se dejaron incubar con el anticuerpo secundario en
BSA 1% (Tabla 6) durante una hora en movimiento lento, y tras este tiempo el anticuerpo
secundario se retir6 y se lavaron las membranas tres veces con TBS-T durante 5
minutos. A continuacién, las membranas estan listas para ser reveladas, para lo que
primero se preparoé el sustrato HRP-ECL (Piercetv ECL Plus Western Blotting Substrate;
Referencia:32132 de Thermo Scientific) mezclando sus dos reactivos en proporcién
1:50, se cubrieron las membranas con esta solucién y se incubaron 2 minutos en
oscuridad. Luego se colocaron las membranas en un plastico liso y se introdujeron una

a unaen el Transiluminador Alliance Q9 Advance de Uvitec para obtener las imagenes.

Tabla 6: Anticuerpos secundarios empleados en el Western blot.

Anticuerpo

. Caodigo Referencia Dilucion
secundario
Mouse-HRP sc-2005 _Santa Cruz 1:5000
Biotechnology
RabbittHRP  sc-2004  _oantacCruz 1:20000
Biotechnology

Como se continud con la incubaciéon de mas anticuerpos, las membranas fueron
lavadas tres veces durante 5 minutos con TBS-Twin y a continuacion se incubaron en
solucién de Stripping (Restoretm Western Blot Stripping Buffer; Referencia: 21059 de
Thermo Scientific) en agitacién durante 12 minutos para asi eliminar los anticuerpos
previos. Tras esto se realizaron otros tres lavados de TBS-T y se repitié el proceso de
bloqueo, incubacién con anticuerpo primario e incubacion con anticuerpo secundario

gue se ha descrito previamente.

4.5. Software de andlisis de resultados
4.5.1. Cuantificacion celular

Las imagenes de las células tras la inmunocitoquimica fueron tomadas con el
microscopio vertical de fluorescencia (LEICA DM6000 Vertical) con el aumento 40X, con

los filtros correspondientes para cada fluorescencia.

Para la cuantificar las células se utilizé el programa ImageJ-Fiji, con el que se

contaron los nucleos con fluorescencia DAPI y las células de los demas marcajes. Las
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células contadas como DAPI sirven de valor de nimero total de células para normalizar

los demas valores con otros marcajes.

4.5.2. Densitometria de bandas

Para el analisis de las bandas de proteinas de las membranas se utilizé el programa
ImageJ-Fiji. Con él se calcul6 el area de las intensidades de las bandas y con eso se

realiz6 la normalizacion con su house keeping (beta-3-tubulina).

4.6. Andlisis estadistico

Para la realizacidn del andlisis estadistico se utilizé el programa Graphpad Prism 8,
con el cual se realizd para cada grupo de resultados el analisis estadistico ONE-way
ANOVA utilizando el test de comparacion miltiple de Tukey y teniendo en cuenta un
valor significativo de P-valor menor a 0,05. Representacion de todas las graficas como

Mediatdesviacion estandar de la media (SEM).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. La expresion de TLR2 y TLR4 afecta a la diferenciacion de los NPCs
derivados de médula espinal neonatal de ratén

Rolls etal., (2007) demostraron en su estudio que los tipos 2 y 4 de TLRs ademas
de encontrarse presentes en las NPCs derivadas de hipocampos de ratones adultos y
llevar a cabo una funcién esencial en la neurogénesis, intervienen en funciones de
proliferacion y diferenciacion de estas aunque de manera contrapuesta. La ausencia de
TLR2 disminuye el proceso de neurogénesis, mientras que la ausencia de TLR4 la

aumentaba, dando lugar a una mayor proliferacién y diferenciacién de neuronas.

En un estudio previo realizado en el laboratorio de Regeneracion Neuronal y Tisular
con el objetivo mismo de estudiar el efecto de los receptores tipo Toll en la diferenciacion
de NPCs, se realiz6 un ensayo de diferenciacion espontanea durante 7 dias en células
de los fenotipos WT, KO2 y KO4. Se realizo el estudio de la proporcion de neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos marcados con anticuerpos especificos para la deteccion
de la proteina B-Tubulina Il (TUJ) como marcador de neuronas tempranas, factor de
transcripcion de oligodendrocitos (OLIG2) y proteina &cida fibrilar glial (GFAP) para el
marcaje astrocitico. Los resultados se representaron en las graficas que se muestran

en la figura 6 (Sanchez-Petidier et al., 2017).
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Figura 6. Porcentaje de células marcadas por A) TUJ, B) OLIG2 y C) GFAP en cultivo de NPCs
tras una semana de diferenciacion en los fenotipos wild-type, TLR2 knockout y TLR4 knockout .
La representacion se realiz6 como media+SEM. Andlisis estadistico con ONE-way ANOVA
(N=6); *p<0,05 (Sanchez-Petidier et al., 2017).

Estos resultados muestran que las NPCs se diferencian en mayor proporcién en
astrocitos (GFAP-+), siendo entre el 60-80% del total de células, seguido de los
oligodendrocitos (OLIG2+) que representan entre el 15-20% del total y en menor

proporcion las neuronas (TUJ+) que tienen un porcentaje de entre 7 'y 12% (Figura 6 ).

La ausencia de TLR2 y TLR4 provoca una mayor diferenciacion a neuronas, al
menos en su estadio temprano identificado por la expresion de TUJ, con respecto al
fenotipo WT, siendo el KO2 el que tiende a diferenciarse en mayor proporcion a

neuronas (casi el 15%).
En relacibn con la diferenciacién astrocitica, siendo en los tres fenotipos la

mayoritaria, existe un incremento significativo en la proporcién en KO4 en comparaciéon

con KO2. Entre el KO4 y el WT no se aprecian diferencias.
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La diferenciacién a oligodendrocitos es mayor en KO2 que en WT y KO4, teniendo

este Ultimo una proporcidn significativamente menor que el WT.

En vista de estos resultados, se realiz6 un ensayo de inmunocitoquimica con los
mismos marcadores en condiciones de proliferacibn en presencia de factores de
crecimiento (figura 7) para los tres fenotipos y asi compararlos con los resultados
obtenidos tras la diferenciacion.
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Figura 7. Representacion gréafica de la proporcidon de A) neuronas (TUJ+), B) oligodendrocitos

(OLIG2+) y C) astrocitos (GFAP+) en un ensayo de inmunocitoquimica con NPCs en
proliferacion. Test estadistico ONE-way ANOVA (N=2); *p<0,05 versus la condicién WT. D)
Imagenes de la inmunofluorescencia a 40X. E) Imagenes de cada tipo celular: neurona (verde),

oligodendrocitos (naranja) y astrocitos (rojo).

Como se puede observar en las graficas de la figura 7, en condiciones de
proliferacién, los tres fenotipos tienen un marcaje mayoritario de precursor de
oligodendrocitos mayor al 90% sin mostrar ninguna diferencia entre ellos. Lo mismo
ocurre con el marcaje de astrocitos, el cual representa un porcentaje de entre el 3 y 5%
para los tres fenotipos sin mostrar diferencias significativas entre ellos, aunque se puede

apreciar una menor proporcion en el KO4.

En cuanto al marcaje de neuronas, si que existe un incremento significativo en la
proporcion de KO2 con respecto al WT. El KO4 también se ve incrementado pero no de

manera significativa.

Por otro lado, se analizé la proporcién de dobles marcajes positivos de las células y
se encontré6 un doble marcaje OLIG+-GFAP+, representado en la figura 8. No se
encontraron marcajes doble positivos con TUJ. Se muestra una diferencia significativa
en una disminucién del KO4 con respecto al WT. Comparando los resultados de GFAP+
de la figura 7, observamos que la totalidad de marcaje para astrocitos que encontramos
es OLIG+ también.
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Figura 8. Representacién grafica del porcentaje de células marcadas doblemente por OLIG2 y
GFAP en los tres fenotipos. Test estadistico ONE-way ANOVA (N=2); *p<0,05 versus la

condicion WT.

Los resultados obtenidos indican que los receptores tipo Toll tienen una influencia
sobre el proceso de diferenciacion en NPCs derivadas de la médula espinal. No
obstante, estos resultados no indican que estos receptores estén implicados de manera
directa si no que podrian estar alterando otras rutas que si se han demostrado que
regulan la diferenciacion de NPCs (Young et al., 2013; Bengoa-Vergniory & Kypta,
2015).

5.2. La fosforilacién de STAT3 y astrogliogénesis

En el siguiente experimento se estudié la existencia de una relacion entre los TLRs
y la activacion de la ruta JAK-STAT a través del transductor de sefial y activador de la

transcripcion 3 (STAT3) y la diferenciacién de NPCs a astrocitos.

Bonni et al. (1997) fueron los primeros en estudiar el papel de la ruta JAK-STAT y la
astrogliogénesis, confirmando que la activacion de STAT3 y STAT1 a través de JAK1 y

JAK?2 inducia diferenciacién de las NPCs en astrocitos.

Se realiz0 un ensayo de inmunocitoquimica con NPCs diferenciadas tras una
semana de los fenotipos WT, KO2 y KO4. Para ello fueron incubadas con los
anticuerpos pSTAT3, STAT3 y GFAP, permitiendo ver asi el nivel de fosforilacién de
STAT3 y la proporcién de astrocitos marcados por STAT3 tras una semana de

diferenciacion. Los resultados se encuentran representados graficamente en la figura 9.
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Figura 9. Representacion graﬂca de la proporcion de NPCs marcadas por A) STAT3y B) pSTAT3

KO2

KO4

tras una semana de diferenciacién para los fenotipos Wild-type, TLR2 knockout y TLR4 knockout.
Analisis estadistico con ONE-way ANOVA (N=1); *p<0,05, ***p<0,001 versus la condicion WT; #

p<0,05 versus la condicién KO2. C) Imagenes de la inmunofluorescencia a 40X.

Como se puede ver en la figura 9, en cuanto al porcentaje de NPCs marcadas
por STAT3 observamos que las células del KO2 muestran una proporcion
significativamente menor que el WT y el KO4 tiene un mayor porcentaje de células
marcadas (casi del 100%) que el KO2. Sin embargo, existen diferencias significativas
en la proporcion de STAT3 fosforilado (Figura 9, B) de KO2 y KO4 con respecto al WT.

Mientras que en este el porcentaje alcanza casi el 100%, en los KOs se encuentra entre

el 20 y 40%.
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Por otro lado, se analiz6 el ratio de fosforilacién de STAT3 representado en la figura
10. Se observo que en el WT existia una fosforilacion de STAT3 del 100%, sin embargo

en los dos KOs esta fosforilacién se encontraba entre el 25 y 30%.

La fosforilacion de STAT implica su dimerizacién y traslocacién al ndcleo lo que
permite la activacién de genes implicados en la proliferacién y diferenciacién de las
NPCs (Battle & Frank, 2005).
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Figura 10. Representacion gréfica del porcentaje de NPCs marcadas por STAT3 y pSTAT3 en
los fenotipos Wild-type, TLR2 knockout y TLR4 knockout. Analisis estadistico con ONE-way
ANOVA (N=1); ***p<0,001 versus la condicién WT.

Por ultimo, en la figura 11, se muestra el porcentaje de astrocitos que presentan
marcaje de STAT3. Entre los fenotipos no se encuentran diferencias significativas, a
pesar de que si que se observa que en el WT casi el 100% de células se encuentran

doblemente marcadas, es decir, que todos los astrocitos expresan el marcador STAT3.
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Figura 11. Gréfica del porcentaje de NPCs marcadas por STAT3 y GFAP en los fenotipos wild-
type, TLR2 knockout y TLR4 knockout. Analisis estadistico con ONE-way ANOVA (N=1).

Con los resultados obtenidos, se observa que tras la diferenciacién de estas
células se ve alterado tanto el nivel de STAT3 como su fosforilacidon, encontrandose
disminuidos en los KOs. Esto indica la posibilidad de que el bloqueo de TLR2 y TLR4
estén afectando a la ruta JAK/STAT en este proceso provocando su inactivacion.

5.3. Lainfluencia de los TLRs en las vias de sefializacion JAK-STAT y WNT

Para ver la influencia de estos receptores en las vias de sefializacion JAK-STAT y
WNT, las NPCs de los fenotipos WT, KO2 y KO4 fueron activadas con el Interferon

gamma (IFN-y), una citoquina proinflamatoria capaz de activar ambas rutas, a diferentes
tiempos (0, 15, 30 y 60 minutos).

En un estudio realizado por Makela et al., (2010), se demostrd la existencia de
expresion de receptores para el IFN-y en NPCs de cerebro, y que cuando se produce

esta union, las proteinas STAT, que como se ha comentado son las principales
proteinas de la ruta JAK/STAT, se activan.

5.3.1. Proteinas involucradas en la ruta JAK-STAT por Western blot

Con el objetivo de estudiar la activacion de la ruta JAK-STAT, se analizaron dos de
las proteinas principales de esta: STAT1 y STAT3 y sus respectivas fosforilaciones.
Como se ha explicado anteriormente, la fosforilacion de estas proteinas y su

consiguiente activacion, promueven la diferenciacion de NPCs a astrocitos (Bonni et al.,
1997).
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Figura 12. Representaciones graficas del ensayo de Western blot del area de intensidad de las

bandas de A) STAT1 normalizadas con el WT a tiempo O y B) pSTAT1 normalizadas con el

tiempo 0 de su respectivo fenotipo. Se representa en cada uno de los fenotipos wild-type, KO2 y

KO4 a los tiempos de 0, 15, 30 y 60 minutos de activacion con el Interferon gamma. Analisis

estadistico con ONE-way ANOVA (N=2). C) Representacion de las bandas de las proteinas

analizadas en este experimento.
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En la figura 12 (A) se observa como existe una tendencia al aumento de STAT1
en WT a los 30 minutos que no se observa en los fenotipos de los KOs. Sin embargo,
existe un ligero aumento no significativo de STAT1 en KO4 comparado con los otros 2
fenotipos.

En cuanto a la fosforilacion de STAT1 (figura 12, B), los resultados muestran un
descenso de la fosforilacion de la proteina en el WT, mientras que tanto en el KO2 como
en el KO4 se mantiene bastante estable en el tiempo, por lo que no parece que haya

una activacién de la ruta.
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Figura 13. Representaciones graficas tras el ensayo de Western blot del area de intensidad de
las bandas de A) STAT3 normalizadas con el WT a tiempo O y B) pSTAT3 normalizadas con el
tiempo 0 de su respectivo fenotipo. Se representa en cada uno de los fenotipos wild-type, KO2 y
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KO4 a los tiempos de 0, 15, 30 y 60 minutos de activacion con el Interferén gamma. Analisis
estadistico con ONE-way ANOVA (N=2). C) Representacién de las bandas de las proteinas

analizadas en este experimento.

De igual manera que en los resultados de STAT1, en STAT3 (figura 13) vemos en
el WT un aumento significativo a los 30 minutos, mientras que en KO2 y KO4 se

mantiene estable en el tiempo.

Por otro lado, en la fosforilacion de STAT3 (figura 13, B) se observa un descenso de
la fosforilacibn en el WT. De igual forma que en el STAT1 fosforilado, el STAT3

fosforilado en KO2 y KO4 permanece estable.

Tras el andlisis de estos resultados se puede concluir que el Interferon gamma
Unicamente activa el WT y no el KO2 ni el KO4. Ademas se observa que el nivel de
STAT1 y STAT3 se mantiene estable. Por todo ello, se puede deducir que en ausencia
de TLR2 y TLR4 no se activa la ruta JAK/STAT.

5.3.2. Proteinas involucradas en la ruta WNT por Western blot

Con el objetivo de estudiar la activacién de la ruta WNT, se vieron tres de las
proteinas involucradas: ERK, JNK y GSK3.

Las proteinas ERK y Jun N-terminal Kinase (JNK) forman parte de la familia de
las MAP gquinasas y se encuentran asociadas a la ruta no canénica de WNT, es decir,
no dependiente de la B-catenina, la cual juega un papel importante en la proliferacion,
supervivencia y regulacion del destino celular (Nusse & Clevers, 2017). La via de
sefalizacibn MAPK, esta ademas comprobado que participa en la modulacion de la

diferenciacion astrocitica de NPCs (Rajan & McKay, 1998).

Por otro lado, la Glicogeno Sintasa Quinasa 3 (GSK3), compuesta por dos
isoformas: GSK3a y GSK3p (Linding et al., 2007), la cual se emplea en este estudio.
GSK3 es una proteina asociada a la ruta candnica de WNT, la cual se encuentra
asociada a la diferenciacién y migracion celular. Cuando esta proteina se fosforila
produce que la B-catenina aumente, entre en el nacleo donde se unird al Factor de
Transcripcion Nuclear del Factor Linfoide Potenciador del Factor de Células T

(LEF/TCF) y produzca asi la transcripcion de genes promoviendo la diferenciacion (Gao
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et al., 2020; Nusse & Clevers, 2017). Una sobreexpresion de esta proteina se traduce

en una mayor proliferacién de las NPCs (Jurado-Arjona et al., 2016).
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Figura 14. Representaciones graficas del area de intensidad del ratio de las proteinas pGSK3 'y
GSKa3 tras el Western blot en los fenotipos A) wild-type, B) KO2 y C) KO4 normalizadas cada
una con su tiempo 0. D) Gréfica del nivel basal (tiempo 0) de la proteina en cada fenotipo,
normalizado con el valor de WT a tiempo 0. . Analisis estadistico con ONE-way ANOVA (N=2).

E) Representacion de las bandas de las proteinas analizadas en este experimento.

Los resultados de GSK3p (Figura 14) muestran en primer lugar, que en el WT la
proteina se mantiene estable en el tiempo. Por otro lado, el KO2 se muestra estable en
el tiempo, por lo que parece que no existe activacion. En el KO4 se observa un

descenso, ya que la proteina disminuye en el tiempo.
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Si se observa el nivel basal de cada fenotipo (Figura 14, D), se ve como en ese
tiempo 0, el KO4 tiene mayor cantidad de proteina que el WT y el KO2.
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Figura 15. Representaciones graficas del area de intensidad del ratio de las proteinas pERK y
ERK tras el Western blot, formadas por las bandas P44 y P42 en los fenotipos A) wild-type, B)
KO2 y C) KO4 normalizadas cada una con su tiempo 0. D) gréafica del nivel basal (tiempo 0) de
la proteina en cada fenotipo, normalizado con el valor de WT a tiempo 0. Andlisis estadistico con
ONE-way ANOVA (N=2); *p<0,05 versus tiempo 0; #p<0,05 versus tiempo 15; $p<0,05 tiempo

30. E) Representacion de las bandas de las proteinas analizadas en este experimento.

En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos en relacion a la proteina
ERK y su fosforilacion (pERK). En el WT se observa como aumenta la fosforilacion en
el minuto 60, en cambio en el KO2 y KO4 se ve como esta disminuye conforme pasa el
tiempo.
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A tiempo 0 existe mas proteina en KO2 y KO4 que en WT, siendo el KO4 el de

mayor cantidad.
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Figura 16. Representaciones graficas tras el ensayo de Western blot de los resultados del area
de intensidad de la banda de la proteina JNK en los fenotipos A) wild-type, B) KO2 y C) KO4
normalizadas cada una con su tiempo 0. D) gréafica del nivel basal (tiempo 0) de la proteina en
cada fenotipo, normalizado con el valor de WT a tiempo 0. Andlisis estadistico con ONE-way
ANOVA (N=2). E) Representacion de las bandas de las proteinas analizadas en este
experimento.

En la figura 16 se encuentran los resultados de la proteina JNK, la cual se ha
visto que regula la diferenciacion neuronal de NPCs (Jang et al., 2015). Entre los tres
fenotipos no se observa ninguna diferencia y el nivel basal es el mismo. Esto quiere
decir que esta proteina en particular no se ve afectada por la activacion. Pero seria

necesario observar su fosforilacién.
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Los resultados muestran un aumento y activacion de ERK en WT, y una
disminucion en KO2 y KO4 con el IFN-y, y ningan cambio significativo en el nivel de JNK
ni de GSK3p. Estos resultados indican que las células NPC derivadas de médula espinal
tienen activada la ruta WNT no canédnica via ERK y que los TLR2 y TLR4 estarian
involucrados en su correcta activacion. No obstante, no se puede descartar la via
canonica sin conocer el nivel de B-catenina en las células tras la activacion. Como via

principal de la diferenciacion celular, se puede concluir que los TLRs estan involucrados

en la correcta activacion de esta via.
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6. CONCLUSIONES

Tras la obtencion de los resultados descritos previamente se ha llegado a las

siguientes conclusiones:

- Las NPCs se diferencian en mayor proporcidon en astrocitos, y en menor
proporciéon a neuronas, en condiciones de diferenciacién, en ausencia de
factores de crecimiento.

- En condiciones de proliferacion, en presencia de factores de crecimiento, las
NPCs son marcadas mayoritariamente por el precursor de oligodendrocitos.

- En ausencia de TLR2 y TLR4, las NPCs tienden a diferenciarse en mayor
proporcion a neuronas que el WT.

- Tras la diferenciacién de NPCs el nivel de STAT3 y pSTAT3 se ve alterado,
mostrandose disminuido en el KO2 y KO4 con respecto al WT, lo cual indica la
posibilidad de que los TLRs afectan a la ruta JAK/STAT en este proceso.

- En ausencia de TLR2 y TLR4, la ruta WNT se encuentra inactivada, lo cual se
traduce en que ambos receptores podrian estar implicados en la diferenciacion

de NPCs derivadas de médula espinal a través de la rutas WNT via ERK.
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7. LINEAS FUTURAS

Con la finalidad de llevar a cabo un estudio en profundidad acerca del papel de los
tipos 2 y 4 de TLRs en las vias de sefializaciébn en cuestion, se podrian plantear

diferentes experimentos.

Tras el ensayo de activacion con el IFN-y y Western blot, con el objetivo de confirmar
los resultados, seria apropiado realizar una PCR cuantitativa. De esta manera se
cuantificaria la cantidad de cada proteina estudiada y los resultados podrian ser
contrastados y confirmados. Ademas, seria apropiado estudiar el nivel de B-catenina en
las células para asi observar como estas se encuentran en la via canénica de WNT tras

su activacion.

Otro experimento que ayudaria a observar como se comportan estos TLRs en las
vias de JAK/STAT y WNT, seria bloquear estas rutas de sefializacion con inhibidores
de proteinas que participan en ellas y pasado un dia, activarlas con Interleucina 6 (IL-
6). Para la ruta JAK/STAT, el inhibidor que se podria utilizar es la tirfostina AG490, la
cual se ha visto que inhibe de manera especifica a JAK2 y de esta forma bloquea la
activacion de STAT3 (Miyamoto et al., 2001). Por otro lado, para el bloqueo de la ruta
WNT seria apropiado utilizar un inhibidor de GSK3p, pues si este no lleva a cabo su
funcién, la via de WNT no funciona correctamente y entonces no puede realizar su papel
regulador del balance entre la proliferacion y diferenciacion de NPCs (Lie et al., 2005).
Una vez llevado a cabo esto, se realizaria un Western blot y PCR cuantitativa para
proteinas como STAT1 o B-catenina, las cuales se encuentran involucradas en las rutas

de sefalizacion en estudio.
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