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1. INTRODUCCION



1.1 Epilepsia

El término epilepsia deriva del griego “epilambaneim”, que significa sorprender, ser
agarrado, atacado. La epilepsia es un trastorno neuroldgico crénico que afecta al 1% de la
poblacién incluyendo personas de todas las edades. Se define conceptualmente en 2005 como
un trastorno del cerebro caracterizado por una predisposicion permanente para generar ataques
epilépticos (Fisher et al., 2014). La comunicacién entre neuronas se regula a través de un
equilibro entre sefiales inhibitorias y excitatorias, y cuando este equilibro sufre alteraciones, ya
sea por sobreexcitacion o por reducciéon de la inhibicién, pueden producirse descargas
descontroladas de impulsos excitatorios que producen, en ultimo término una crisis epiléptica.
En estos desérdenes cerebrales se produce una descarga hipersincréonica, repentina y temporal
de un grupo de neuronas del sistema nervioso central, y que puede constituir un desorden
intrinseco del cerebro de cardcter hereditario, o surgir tras un dafio previo al mismo como un
trauma, un tumor o un aneurisma (Avanzini et al., 2012; Ono et al., 2012). Las descargas
pueden producirse en diferentes partes del cerebro originando convulsiones que pueden ir
desde episodios muy breves de ausencia o de contracciones musculares hasta convulsiones
prolongadas y graves con pérdida de consciencia y del control de esfinteres.

La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés) define las crisis
epilépticas como un acontecimiento ictal que representa un mecanismo fisiopatologico y
sustrato anatdémico unico; en este sentido, se trata de una entidad diagndstica con implicaciones
etiolégicas, terapéuticas y prondsticas (Engel, 2001). Aunque en 2005 junto con la
organizacién “International Bureau for Epilepsy”, proponen como definiciéon alternativa
aquella que habla de un acontecimiento transitorio de signos y/o sintomas debidos a una
actividad neuronal cerebral anormal excesiva o sincrona (Fisher et al., 2005), en 2014 la ILAE
(Fisher et al., 2014) propuso que la epilepsia fuera considerada una enfermedad cerebral
definida por una de estas tres condiciones:

1. Al menos dos crisis epilépticas no provocadas (o reflejas) que ocurran en un plazo
superior a 24 horas.

2. Una crisis epiléptica no provocada (o refleja) y un riesgo de presentar nuevas crisis
similar al derivado tras tener dos crisis no provocadas (de al menos un 60% de probabilidad de
recurrencia en los préximos 10 afios).

3. Cuando se diagnostica un sindrome epiléptico la definicién presenta aspectos muy
relevantes tales como la definicion de epilepsia como enfermedad o la posibilidad de
diagnosticarla tras una primera crisis, sin esperar a una segunda como era la pauta hasta ahora,
tras una adecuada evaluacién del riesgo de nuevas crisis o recurrencias. Especial atencién se ha

dedicado a las crisis reflejas que al ser consideradas provocadas podian no ser computadas a la



hora de diagnosticar la epilepsia. La inclusiéon de estas crisis reflejas, especialmente las
fotosensibles, en una definicion clinica y préctica de epilepsia “incluye a estos individuos en la
comunidad de la epilepsia”.

Al ser tan diverso, el diagnéstico del tipo especifico de epilepsia es fundamental para que se
utilice una terapia adecuada en cada caso. Este diagndstico parte de la clasificacion de las crisis
que presenta el paciente (Scheffer et al., 2017). Segin el informe oficial de la Comision de
Clasificacion y Terminologia de la ILAE, publicado en 2017, las crisis epilépticas deben
clasificarse segun el patron de comportamiento y, cuando esté disponible, el registro
electroencefalografico (EEG). Luego, las crisis se clasifican con base en su inicio, en: focales,
con las crisis originadas en redes limitadas a un hemisferio; generalizadas, con el rdpido
reclutamiento de redes distribuidas entre ambos hemisferios; o desconocidas si se desconoce su
punto de partida. Opcionalmente, esta clasificacion puede incluir otras caracteristicas de la
crisis, como el grado de percepcién y la presencia, o ausencia, de automatismos motores. Las
convulsiones focales se subdividen en convulsiones motoras y no motoras y convulsiones
perceptivas y perceptivas, en las que hay, respectivamente, deterioro o falta de conciencia. En
el caso de las convulsiones generalizadas, la percepcidon siempre estd comprometida, sin
embargo, ain pueden subdividirse en motoras o no motoras (convulsiones de ausencia) (Fisher
et al., 2017). Esta clasificacion se utiliza luego como base para definir el tipo de epilepsia que
tiene el individuo, que puede ser: desconocida, focal (unifocal o multifocal), generalizada o
combinada focal y generalizada (Scheffer et al., 2017). Aproximadamente el 6% de las
epilepsias se encuadran dentro del tipo de epilepsias reflejas (Salas-Puig et al., 1994).

Las epilepsias reflejas son aquellas desencadenadas por un estimulo sensorial, como un
destello luminoso (epilepsia fotogénica o fotosensible segin la duracién del estimulo), un
estimulo sonoro fuerte y repentino (epilepsia de sobresalto), la toma de decisidn espacial (crisis
praxis inducidas) o un sonido: epilepsia audidgena refleja. (Salas-Puig et al., 2000), en la que
nos centraremos a partir de ahora.

La epilepsia audiogena refleja a lo largo de la historia ha sido en ocasiones denominada
como ‘“‘epilepsia musicogénica” o “epilepsia inducida por la voz”. Segin la clasificacién
descrita por la ILAE 1988, las crisis convulsivas audidégenas (CCA) son generalizadas (no
asociadas a una regién especifica del cerebro, en las que se ven afectados ambos hemisferios)
inducidas por la exposicion a una estimulacién auditiva intensa. Los individuos propensos a
padecer CCA presentan estos eventos en forma de crisis clénicas o ténico clonicas (Ross y
Coleman, 2000), y los animales que sufren CCA presentan un patrén similar en el desarrollo de

sus crisis (Carballosa, 2008).
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Al igual que las crisis fotosensibles, se engloban en la categoria de crisis del tronco del
encéfalo (Barrios, 2008). Para el estudio de las epilepsias reflejas son muy ttiles los estudios
con modelos animales, ya que se puede conseguir que se desencadene una crisis exponiendo al

animal al estimulo externo que la causa.

1.2 Nucleos desencadenantes de las crisis convulsivas audiégenas

Durante afos, se ha intentado identificar el sustrato anatémico responsable de las crisis
audiogénicas. Debido a la naturaleza del estimulo desencadenante, la via auditiva juega un
papel crucial en las CCA. Diversos autores han sugerido que el sustrato responsable de la
susceptibilidad a las convulsiones podria ser el coliculo inferior (CI) (Kesner, 1966; Willott y
Lu, 1980 y Browning, 1986), y que, al desencadenarse varias crisis, este foco podria reclutar
otras dreas (transformédndolas en focos secundarios) de las zonas superiores (Cairasco, 2002;
Pereira y Cairasco, 2003). En favor de esta hipotesis estd el hecho de que la destruccién
bilateral del CI en modelos murinos de crisis audiogénicas elimina las crisis (Kesner, 1966;
Browning, 1986) y cuando se aplica estimulacién electroquimica en esta estructura, se generan
las crisis (Wada et al., 1970).

Estudios electrofisiolégicos en ratones de la cepa DBA (susceptibles a padecer crisis
audidgenas) indican anormalidades en la respuesta neuronal del CI restringidas principalmente
a la porciéon ventral del nicleo central del CI, que se corresponde con la porcién auditiva.
Ademas, se ha comprobado que la estimulacion eléctrica o quimica del CI desencadena crisis
epilépticas (McCown et al., 1984). Otros autores han inyectado en el CI aminodcidos que
actian como neurotransmisores inhibitorios, como glicina y taurina, observando también una
inhibicién de las crisis (Huxtable y Laird, 1978). Por tanto, es clara la implicacién del CI en la
generacion de las crisis convulsivas, y que los diferentes subniicleos del mismo (nicleo central,
corteza dorsal, nicleo intercolicular y corteza externa) intervienen en el desencadenamiento y
propagacion de las CCA (de Cabo et al., 2006).

El esquema mayoritariamente aceptado de los diferentes nicleos cerebrales implicados en el

desencadenamiento de estas crisis fue postulado por Faingold en 2004 (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de los niicleos implicados en el desencadenamiento de las crisis convulsivas audiégenas y los
comportamientos que subyacen a la crisis (Modificado de Faingold, 2004). Cada aspecto comportamental esta
controlado por un nicleo especifico durante la crisis: El NCCI inicia la CCA mientras que la CECI proyecta la sefial
auditiva hacia los nicleos motores. La capa profunda del coliculo superior inicia la carrera salvaje mientas que la SGP y
la FRP controlan el desencadenamiento de la fase ténico-clénica. La amigdala y el cuerpo geniculado medial estdn
relacionados con las CCA repetitivas (Kindling). Abreviaturas: AMG: amigdala; CCA: crisis convulsivas audidégenas;
CDCI: corteza dorsal del coliculo inferior; CECI: corteza externa del coliculo inferior; CGM: cuerpo geniculado
medial; COS: complejo olivar superior; CPCS: capas profundas del coliculo superior; FRP: formacién reticular pontina;
NC: ntcleo coclear; NCCI: ntcleo central del coliculo inferior; NLL: nicleo del lemnisco lateral; SNR: porcion
reticular de la sustancia negra; SPG: sustancia gris periacueductal.

1.3. El modelo animal de epilepsia audiégena GASH/Sal.

Los modelos animales son fundamentales para comprender los mecanismos implicados en la
génesis, establecimiento y progresion de patologias, ademads de su importancia en la deteccidén
de nuevos farmacos anticonvulsivos y para evaluar sus efectos en el cerebro y el
comportamiento (Loscher, 2011, 2017). Dado que las epilepsias son muy diversas en etiologia,
las diferencias entre los protocolos de induccién de convulsiones son extremadamente
importantes para ayudar a comprender las alteraciones neuronales asociadas con cada tipo de
induccion de convulsiones y, en consecuencia, sus aplicaciones clinicas (Loscher, 2017). Las
convulsiones audiogénicas son inducidas por una estimulacién sonora intensa (~100-120 dB)
en animales susceptibles, y se utilizan para estudiar los mecanismos relacionados con las
epilepsias, como las vias neuronales y las alteraciones enddgenas asociadas con la
susceptibilidad a las convulsiones (Garcia-Cairasco et al., 2017).

Las cepas de animales con susceptibilidad audiogénica se utilizan ampliamente para el
estudio de las epilepsias en todo el mundo (Ross and Coleman, 2000). Los modelos genéticos

in vivo de epilepsia mds utilizados y bien caracterizados son aquellas especies animales
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genéticamente predispuestas, en las que se producen convulsiones en respuesta a la
estimulacion acustica de alta intensidad, los llamados modelos de epilepsia audiégena (Ross
and Coleman, 2000; Komsuoglu Celikyurt et al., 2016). Estos modelos presentan convulsiones
generalizadas que se producen en el mesencéfalo de forma reproducible con la exposiciéon a un
estimulo sonoro de alta intensidad (Maxson y Cowen, 1976).

En este contexto, los animales de la linea GASH/Sal (Genetic Audiogenic Seizure Hamster,
Salamanca) constituyen uno de los modelos animales para el estudio de las epilepsias que estan
disponibles en nuestro centro de investigacién. Los animales GASH/Sal se originaron a partir
de un primer hamster epiléptico que aparecié de manera espontdnea en una cepa endogdmica
de Mesocricetus auratus, en la Universidad de Valladolid (la linea GPG/Vall). Esta linea fue
transferida a la Universidad de Salamanca donde finalmente se desarroll6 la cepa GASH/Sal
como modelo experimental para el estudio de la epilepsia. Esta linea de hamsteres presenta
algunas diferencias genéticas con los hamsteres dorados normales (Diaz-Casado et al., 2020),
ha sido validado farmacolégicamente (Barrera-Bailén et al., 2013 y 2017) y se ha comprobado
que cuando recibe estimulacién acustica intensa sufre verdaderas crisis epilépticas (Carballosa-
Gonzilez et al., 2013). Se ha observado una desregulacién génica en el CI de los animales
GASH/Sal en comparacién con los hdmsteres control, con lo que se sugiere que las
convulsiones audiogénicas se desencadenan en los hamsteres GASH/Sal a través de multiples
sustratos moleculares que activan varios procesos bioldgicos y vias metabdlicas asociadas con
eventos epileptogénicos similares a los producidos por las convulsiones ténico-clénicas en
humanos (Lépez-Lopez et al., 2017; Diaz-Rodriguez et al., 2020). El modelo GASH/Sal podria
ayudar a identificar y caracterizar genes y vias que se asocian con convulsiones, lo que podria
servir para una mejor comprension de la génesis y progresion de las epilepsias, asi como para
el desarrollo de farmacos antiepilépticos. La linea de hamster GASH/Sal es idénea para este
tipo de estudios ya que sufre CCA en respuesta a estimulacién acustica intensa (Muiloz et al.,
2017; Prieto-Martin et al., 2012). Se confirmé que esta linea de animales era un modelo
apropiado para el estudio de la epilepsia mediante registros EEG sincronizados con la
grabacion de video, confirmando un patrén caracteristico de epilepsia generalizada de tipo
ténico cldnica, estando el CI implicado en el inicio y/o la propagacién de las CCA (Carballosa,
2008).

Ademas, la linea de hamsteres GASH/Sal ha sido validada como un modelo de epilepsia
desde el punto de vista comportamental (Mufoz et al., 2017) y farmacolégico (Barrera-Bailén,
2013, 2017). Estudios genéticos previos han demostrado que la linea GASH/Sal exhibe
variantes génicas, de las cuales, 21 han sido clasificadas como mutaciones de alto impacto

(Diaz-Casado et al., 2020).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La epilepsia es un trastorno neurolégico crénico caracterizado por una actividad neuronal
anormal que surge de desequilibrios entre las sinapsis excitatorias e inhibitorias, que estin
altamente correlacionadas con cambios funcionales y estructurales en regiones especificas del
cerebro. La diferencia entre el cerebro normal y el epiléptico puede albergar cambios
genéticos, cambios en la expresion génica y/o alteraciones proteicas en el nicleo epileptégeno.

Cada vez es mas claro que tales diferencias contribuyen al desarrollo de los distintos
fenotipos de epilepsia.

Los principales desafios en la investigacién sobre epilepsia incluyen comprender la
progresion de la enfermedad y aclarar las distintas manifestaciones de la epilepsia mediante la
busqueda de nuevos biomarcadores moleculares. En este sentido, la aplicaciéon de técnicas
moleculares para llevar realizar estudios exhaustivos sobre los dcidos nucleicos (DNA y RNA)
y los niveles de proteinas es de suma importancia para dilucidar las desregulaciones
moleculares en el cerebro epiléptico.

El presente trabajo de basa en la diversidad de enfoques técnicos disponibles para estudiar
alteraciones proteicas subyacentes a la epilepsia. La protedmica, con sus fortalezas y
limitaciones, proporciona una valiosa informacion sobre los mecanismos moleculares
subyacentes a la susceptibilidad a las convulsiones y a la regulacién de la excitabilidad
neuronal. Hemos focalizado el estudio en el andlisis de los cambios proteicos existentes en el
nicleo epileptégeno del modelo de epilepsia existente en la Universidad de Salamanca, el
hdmster con convulsiones audiégenas GASH/Sal. Los resultados podrian ser claves para
determinar los mecanismos de susceptibilidad a las convulsiones y a la epileptogénesis, asi

como ofrecer pistas sobre potenciales dianas de nuevos agentes antiepilépticos.

Los objetivos son los siguientes:

Objetivos generales:

Estudiar las diferencias proteicas en el nicleo desencadenante de las crisis epilépticas en el
modelo GASH/Sal en relacién con el hamster control, para determinar si esta caracteristica
diferencial es responsable de las crisis convulsivas.

Contribuir a la estandarizacién del GASH/Sal como modelo de epilepsias reflejas, y asi

aumentar el conocimiento de la fisiopatologia de esta enfermedad.

Como objetivos especificos hemos propuesto los siguientes:
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Objetivo 1: Analizar las diferencias proteicas del CI entre el hdmster control y el GASH/Sal

en condiciones basales.

Objetivo 2: Encontrar anotaciones funcionales (GO) de los genes que las codifican y ver

rutas metabdlicas de las proteinas diferencialmente expresadas.

Objetivo 3: Realizar andlisis de interaccion entre las proteinas analizadas

Objetivo 4: Confirmar por andlisis de expresion génica (RT-qPCR) las proteinas mas

significativas.

Objetivo 5: Estudiar la implicacion de las proteinas diferenciales en la epileptogénesis.
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3- MATERIALES Y METODOLOGIA



3.1 Disefo experimental

Para estudiar la diferencia proteica existente en el CI del hamster GASH/Sal con respecto al
hamster control, se aislara este nucleo en animales no sometidos a protocolo de estimulacion
acustica para el desencadenamiento de las crisis (condiciones basales) y en animales sometidos
a dicho protocolo de desencadenamiento de crisis audiogénicas. Tras la eleccion del método de
extraccion proteico, se evaluard la cantidad de proteina y se realizardn analisis comparativos
del contenido proteico en ambos paradigmas experimentales mediante distintas técnicas a uno

y otro grupo, en condiciones basales y de estimulacion acustica.

El disefio experimental planteado para el abordaje de los objetivos propuestos que hemos
planteado es el siguiente:

- Busqueda bibliografica para recopilar antecedentes y conocer el estado actual del tema de
investigacion.

- Estimulacién sonora para provocar las crisis audiogénicas en animales GASH/Sal. Los
animales controles se someten las mismas manipulaciones que los animales GASH/Sal,
incluido el protocolo de estimulacion acustica para la provocacion de las crisis.

- Extraccién del CI en hamsteres GASH/Sal y controles, tanto en el grupo sometidos a
protocolo de provocaciéon de crisis audiogénicas como el no sometido a dicho protocolo. Tras
la preparacion adecuada de la muestra, se realiza una valoracion proteica, una separacion de
proteinas y un analisis diferencial por espectrometria de masas.

- Identificacion de los compuestos en bases de datos, con los filtros estadisticos
correspondientes.

- Andlisis bioinformaticos de las proteinas diferencialmente expresadas: andlisis diferencial
de significacion de proteinas, andlisis GO de los genes que las codifican, rutas metabolicas de
las proteinas diferencialmente expresadas, analisis de interaccion proteica y analisis de
localizacion subcelular.

Un esquema del diseno experimental se puede apreciar en la figura 2.

3.2 Animales experimentales

Para este estudio se han utilizado dos lineas de hamsteres sirios (Mesocricetus auratus); por
un lado los hdamsteres con susceptibilidad convulsiva audiégena GASH/Sal (Muiioz el al.,
2017), que fueron suministrados por la Universidad de Salamanca y por otro, hamsteres
dorados de cepa silvestre Lak:LVG (SYR)BR procedentes de Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, France) que fueron utilizados como controles.

Los animales fueron estabulados en el animalario del Instituto de Neurociencias de Castila y

Leén (INCYL) en régimen de alimentacion ad [libitum con Formulab Chow 50008 (Purina
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Mills, Inc, Richmond, IN, EEUU) y biberones de agua dispuestos en las mismas cajas. Se
alojaron en jaulas estdndar en la U.E. tipo III de policarbonato (Tecniplast, Italia) en ambiente
controlado con 15 renovaciones/ hora; 30-70% de humedad relativa; 19-23 °C de temperatura y
fotoperiodo de 14 horas luz/10 horas oscuridad. Los animales fueron cuidados por personal
especializado, segin recomendaciones de FELASA (Federacion europea de asociaciones de
animales de laboratorio) siguiendo la legislaciéon vigente (RD 1201/2015) y las
recomendaciones del convenio europeo para la proteccion de animales vertebrados utilizados
en experimentacion y otros fines cientificos (2010/63/CE).

Se emplearon un total de 62 animales GASH/Sal y 54 controles, todos machos con edades
entre 3 y 4 meses de edad.

El diseno experimental y los procedimientos empleados para este trabajo fueron aprobados

por el Comité de Bioética de la USAL (aprobacion nimero 300 y 375, ANEXO 1).
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Figura 2. Esquema del disefio experimental seguidos para la elaboracion del trabajo y la consecucion de los
objetivos previstos a desarrollar.

La distribucién de animales empleados por técnica se muestra en la tabla 1.
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N° N°
Téenica GASH/Sal Controles
Estandarizacion ~ extraccion
proteinas s )
Electroforesis bidimensional 12 12
DIGE 6 6
SHOTGUN 4 4
SDS 5 5
1TRAQ-8 9 9
RT-qPCR 18 18

Tabla 1. Distribucién de animales empleados por técnical

3.3 Obtencion de muestras

Tras hipoxia con CO, y comprobada la arreflexia, todos los animales fueron decapitados con
una guillotina y, rdpidamente en frio, se extrajo el encéfalo de la cavidad 6sea. Con la ayuda de
un bisturi y sobre un lecho de hielo picado, seccionamos el coliculo inferior y otras estructuras
cerebrales (coliculo superior, el tronco del encéfalo, hipocampo y cerebelo). Las muestras de
CI fueron homogeneizadas en un sonicador (Soniprep 150, MSE) y se centrifugaron a 15.000
r.p.m. en una centrifuga (Hettich Mod. EBA12). A continuacion, se extrajo el sobrenadante
con una pipeta Pasteur y el botéon de precipitado se guarddé para medir posteriormente las

proteinas. El resto de las muestras se congelaron a -70°C para posteriores experimentos.

3.4 Técnicas empleadas
Se han empleado diversas técnicas de valoracién proteica desde el inicio del trabajo,

dependiendo de los recursos disponibles en cada momento. De forma resumida, describiremos

las principales metodologias empleadas.

3.4.1 Estandarizacion de la extracciéon de proteinas

Se probaron diferentes métodos de extraccidn proteica

1- Para la electroforesis bidimensional.

Para la extraccion de proteinas, en primer lugar, se tritur6 el tejido en un mortero con nitrégeno
liquido. Seguidamente se afladié una solucién de lisado [20% (w/v) tricloroacético: 0,2% (w/v)
ditiotreitol (DTT) (solvente acetona)]. Se procedié a una incubacién a -20°C (una noche). Después

se llevé a cabo una centrifugacién a 15.000 g, a 4°C, durante 20 min y se eliminé el sobrenadante.
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El pellet fue resuspendido con 0,2% (w/v) DTT (solvente acetona fria) y se centrifug6 a 15.000 g, a
4°C, durante 15 min y se retiré sobrenadante (este proceso fue repetido tres veces). Una vez se
eliminaron los restos de acetona mediante secado por liofilizacién, el pellet se solubiliz6 en una
soluciéon de rehidratacion [(9 M urea; 1% DTT; 2% 3-(cloroamido propil)-dimetilamonio-1-

propanosulfato (CHAPS)] (aproximadamente 50 pL por mg de pellet seco).

2- Para técnica DIGE (Electroforésis diferencial cuantitativa con tincion fluorescente).

La técnica de electroforesis diferencial en gel (DIGE, del inglés “differential in gel
electrophoresis”) permite el anédlisis comparativo de la expresion diferencial de proteinas. Para la
aplicacion de esta técnica, se utilizaron unas condiciones de rotura, solubilizaciéon o precipitacion
diferentes para optimizar los resultados de obtencion de proteinas. La rotura se realizé bien con un
politrén (3 pulsos de 15 seg.) o en un mortero. Tampones de resuspension: i) TCA 20%
directamente (no precipitado); tampones ii) Tris o iii) Urea y una posterior precipitacion y
solubilizaciéon en tampén compatible con proteémica (8M Urea, 4% CHAPS). Las proteinas
solubilizadas y clarificadas por centrifugacion se cuantifican mediante Bradford y se analizan, a
razén de 20 pg tedricos por muestra, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con

dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al 12°5%.

Extraccion:
Muestras de prueba 1y 2 (2 coliculos/ tubo)

Prueba 1: Mortero
* 1.1: Rotura: Polvo fino en N,, recogido y resuspendido en 200 ul de TCA 20%, DTT 0'7% en acetona.
Precipitacion: -20°C, O/N.

+ 1.2: Rotura: Polvo fino en N,, recogido y resuspendido en 200 ul de: 10 mM Tris-HCI pH 7.4 (1,21 g/l),
0.15 M NaCl (8,77 g/l), 1 mM EDTA (0,37 g/l). Mas de 1 h agitando a 4°C, 1400 rpm. Precipitacion:
Centrifugar 2 min 14.000 rpm y dividir para: i) precipitar con TCA (100 ul) y ii) no precipitar (100 ul).

Prueba 2: Politron

= 2.3: Rotura: 3 pulsos, 15 seg, en 200 ul de RB2 (8M Urea, 4% CHAPS). Este se rompio bien en 200 ul ,
aunque hizo mucha espuma. Agitando 4°C mas de 1 h. Precipitacion: Centrifugar 2 min 14.000 rpm y
dividir para: i) precipitar con TCA (el resto) y ii) no precipitar (50 ul).

2.4: Rotura: 3 pulsos, 15 seg, en 200 ul de 10 mM Tris-HCI pH 7.4 (1,21 g/l), 0.15 M NaCl (8,77 g/l), 1 mM
EDTA (0,37 g/l). Lo cogia mal para romper, se debidé subir el volumen hasta 600 ul. Ahi se rompié bien.
Agitando 4°C mas de 1 h. Precipitacion: Centrifugar 2 min 14.000 rpm vy dividir para: i) precipitar con TCA
(600 ul) y ii) no precipitar (600 ul).

Figura 3. Pruebas de rotura y solubilizacion empleadas en DIGE para la optimizacion de la obtencion
de proteinas.

3- Resto de las técnicas.
Tras los resultados obtenidos, el resto de las muestras procesadas para andlisis por los diferentes
métodos fueron realizadas de la misma forma (con excepcion de pequeiias variaciones especificas

de cada metodologia), homogenizando con el equipo POLYTRON® y solubilizando en urea 8M,
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CHAPS 4% e inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics). Los homogeneizados de muestras

individuales se centrifugaron y se almacenaron a unos -80°C hasta su posterior procesamiento.

3.4.2 Valoracion proteica

La concentracion de proteinas se evalud por el método Bradford (Bradford, 1976), basado en el
cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes
concentraciones de proteinas. Una pequefia alicuota de la muestra de proteinas se diluy6 1000 veces
en agua MilliQ. De esa dilucién, se toma un volumen de 800 pL y se afiaden 200 pL de reactivo
Bradford (BioRad). Se agita la mezcla en el vortex y se deja a temperatura ambiente durante 10
min. A continuacién, se mide la absorbancia a la longitud de onda de 595 nm en un lector de
microplacas (#LT-4000 Plate Reader, Labtech). La concentracién de proteinas se determina
extrapolando de una recta patrén, realizada simultdneamente con diluciones de 0, 1, 5, 10 y 20

ug/ml de albimina sérica bovina.
3.4.3 Electroforesis bidimensional

Las mezclas de proteina fueron  precipitadas mediante una  disolucién
metanol/cloroformo/agua (4:1:3 v/v/v) y finalmente el pellet fue resuspendido en un tampoén de
rehidratacion (9M urea, 2M tiourea, 4% CHAPS, ImM DTT, 1,2% DeStreak, 0,5% tampdn
con gradiente de pH inmovilizado (IPG)). Para la primera dimensién o isoelectroenfoque, el
tamafio de las tiras IPG fue de 13 cm, con un gradiente no lineal de pH 3-10 (Amersham
Biosciences, UK). El enfoque isoeléctrico se realizé a 50 V durante 12 horas, 500 V durante 1
h, 1000 V durante 1 h, un gradiente de voltaje que oscila desde 1.000 hasta 8.000 V durante 30
min y finalmente 5 horas a 8.000 V hasta acumular 35.000 V. Las tiras se trataron con tampdn
de equilibrado con SDS (375 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M urea, 20% de glicerol, 2% SDS) mas
2% tris- 2-carboxietil-fosfina (TCEP) durante 15 min para la desnaturalizacion y la reduccién
de las proteinas. Posteriormente, las tiras se trataron con el mismo tampdén de equilibrado
suplementado con 2,5% yodo-acetamida para la alquilacién de las proteinas. La segunda
dimensién de la electroforesis se realizo en geles de SDS- poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%.
Las manchas proteicas se visualizaron mediante tincidén de plata siguiendo el protocolo descrito

por Heukeshoven (Heukeshoven y Dernick, 1985).

Los spots (manchas) de interés se recortaron manualmente. La digestion se realiza siguiendo
el protocolo publicado por Shevchenko (Shevchenko et al., 1996) con pequenas variaciones
como se describe a continuacion: los fragmentos recortados del gel se destifieron con una

disolucién 1:1 de ferricianuro de potasio 15 mM y 50 mM de tiosulfato de sodio para eliminar
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la plata; se lavaron con agua destilada y desionizada (H,O MilliQ) y se deshidrataron con
100% de acetonitrilo (ACN). A continuacidn, fueron tratados con ditiotreitol (DTT) 10 mM en
bicarbonato de amonio 25 mM a 56 C° y posteriormente con 55mM de yodo-acetamida en
50mM de bicarbonato de amonio a temperatura ambiente. Seguidamente, las piezas de gel se
lavaron con 100% de ACN vy bicarbonato de amonio 20 mM. Se afiadié tripsina porcina
modificada (sequencing grade, Promega, Madison, Wis, USA), a una concentracion final de 6
ng/uL en bicarbonato de amonio 20 mM, y se incubaron a 37 ° C durante 16 h. El sobrenadante
con los péptidos tripsinizados se secé en un sistema de centrifugacion con vacio (#07-748-13,
SpeedVacTM, Eppendorf) y se resuspendié en SpL de 0,1% de 4cido trifluoroacético y 50% de
ACN.

Los geles bidimensionales y los andlisis de espectrometria de masas fueron realizados en la

Unidad de Proteémica del Centro de Investigacién del Cancer (CIC) de Salamanca.

344 DIGE

Las muestras finales para analizar se homogeneizaron utilizando el equipo POLYTRON®
en buffer de urea (PU) sin precipitar, para evitar pasos que pudiesen suponer una pérdida de
proteinas innecesaria. Se cuantificaron mediante Bradford todas las nuevas proteinas obtenidas

y se analizaron mediante un gel SDS-PAGE (12°5%) (Fig. 4).
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Figura 4. Visualizacién de las proteinas obtenidas (réplicas bioldgicas) para DIGE de las diferentes
condiciones a analizar mediante geles SDS-PAGE tefiidos con Coomassie coloidal.

Este paso sirvié para confirmar la integridad de las muestras y la homogeneidad entre

réplicas bioldgicas en cuanto a perfiles de expresion proteica. Posteriormente, se limpiaron las
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proteinas de acuerdo con las instrucciones del Clean-up kit (GE Healthcare) como paso previo

de acondicionamiento para el marcaje DIGE.

El marcaje de proteinas mediante colorantes Cy (Amersham CyDye DIGE Fluor, minimal
dye labeling kit) fue hecho siguiendo la relaciéon 400 pmol/puL. de colorante por 50 pg de
proteina durante 30 min en hielo en la oscuridad. La reaccion de marcaje fue detenida por la
adicion de lisina 10 mM durante 10 min. Las muestras fueron combinados seguin el disefio
experimental y hasta 350 pL. de tampén de rehidratacién, siguiendo el procedimiento de Vasco
Cardenas et al. (2013).

La primera dimension se realiz6 en tiras de 18 cm con rango de pl 3-10NL y la segunda
dimensién en geles SDS-PAGE del 12,5%, utilizando los estandares de proteina Precision Plus
(Bio-Rad) como marcadores de peso molecular.

Se realizé un escaneado fluorescente, seguido de una tincién con Coomassie para el
escaneado visible.

Las proteinas se visualizaron utilizando un EttanTM DIGE Imager (GE Healthcare) con
filtros CyDye y 100 pm como tamafio de pixel. El andlisis de la imagen, asi como la
cuantificacion y seleccion de cambios significativos se llevo a cabo con Software de andlisis
diferencial DeCyderTM v7.0 (GE Healthcare).

Se utiliz6 como gel maestro un gel de imagen estdndar interno con el mayor nimero de
puntos. Las comparaciones entre diferentes marcajes se realizaron aplicando la prueba t de
Student para datos no apareados y ANOVA entre grupos. Para reducir los falsos positivos, se

aplicé la tasa FDR (False Discovery Rate).

345 SDS-PAGE-MS

Las muestras de proteinas se suspendieron en un volumen final de 20 uL de tampdn
Laemmli 2x y se aplicaron en pocillos de 1,3 cm de ancho de un gel SDS-PAGE (0,75 mm de
espesor, 4% de apilamiento y 7,5% resolviendo). La electroforesis se detuvo cuando el frente
alcanzé 1 cm en el gel de resolucidén. Después de la tincion con Coomassie, se escindieron
manualmente las bandas de proteina en cubos (1 x 1 mm) y se colocaron en tubos de
microcentrifuga de 0,5 mL. Las piezas de gel se destifieron en acetonitrilo/bicarbonato de
amonio (1:1) a 37°C durante 15 min. Las proteinas se redujeron con DTT 10 mM durante 45
min a 56 °C, se alquilaron con yodoacetamida 50 mM durante 30 min a temperatura ambiente
en la oscuridad y se digirieron con tripsina modificada (Promega, Madison, WI) como se
describe por Shevchenko et al. (1996) con modificaciones menores. Brevemente, las piezas de
gel se encogieron agregando ACN y se volvieron a hinchar en BA 50 mM que contenia 12

ng/uL. de tripsina durante 45 min en hielo; Se eliminé el exceso de solucién de tripsina y las
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piezas de gel se cubrieron con cantidades iguales de BA. La digestion se dejo progresar durante
la noche a 37°C. antes de la acidificacion con acido férmico (TFA) al 1%. Los sobrenadantes
se transfirieron a tubos limpios y los péptidos se extrajeron del gel mediante la adicién de un
volumen de ACN al 50 %: TFA al 0,1 % e incubacion durante 15 min en un agitador, el
sobrenadante se recogidé en el mismo tubo. Los sobrenadantes agrupados se desalinizaron
utilizando Stage Tips C18 Empore (Rappsilber et al., 2007), se secaron y almacenaron a -20 °C
hasta el andlisis por espectrometria de masas.

Espectrometria de masas

Para el andlisis LC-MS/MS de fase inversa, se utilizé un sistema nano-UPLC (nanoAcquity,
Waters Corp., Milford/MA, EE. UU.) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Velos-
Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, San Jose/CA, EE. UU.) a través de una fuente de iones
nanoelectrospray (NanoSpray flex , Proxeon, Thermo).

Las condiciones de la cromatografia fueron: columna nanoACQUITY UPLC BEH 1,7 pm,
130 A, 75 um x 250 mm C18 (Waters Corp., Milford/MA, EE. UU), caudal de 250 nL/min,
gradiente A: 4cido férmico 0,5%,y B: Acetonitrilo de 1 a 40% en 120 min.

El LTQ-Orbitrap Velos se operé en el modo de iones positivos aplicando un cambio
automatico dependiente de los datos entre la exploraciéon de MS de estudio y la adquisicion de
espectros de masas en tindem (MS/MS). Los escaneos topograficos se adquirieron en el rango
de masa de m/z 400 a 1600, con una resolucién de 60 000 en m/z 400 con la opcién de bloqueo
de masa habilitada para el ion 445.120025 (3).

Los 20 picos mas intensos con un estado de carga =2 y un umbral de intensidad superior a
500 se seleccionaron en la trampa de iones para fragmentacién por disociacion inducida por
colisiéon con un 35 % de energia normalizada, tiempo de activaciéon de 10 ms, q = 0,25,
aislamiento de precursor de +2 m/z ancho y activacion de banda ancha. El tiempo maximo de
inyeccion fue de 250 ms y 50 ms para las exploraciones y MS/MS, respectivamente. La

exclusion dinamica estuvo habilitada durante 90 s.

346 SHOTGUN

Otro enfoque, especialmente a la hora de estudiar mezclas de proteinas complejas, es llevar
a cabo una lisis global, que realizamos mediante la técnica Shotgun, que utiliza una
combinacién de cromatografia liquida de alto rendimiento combinada con espectrometria de
masas. Nos planteamos este abordaje para analizar las diferencias en estado basal del nicleo
epileptégeno (CI) del modelo GASH/Sal, en comparaciéon con los controles en las mismas
condiciones. Partimos de una mezcla de homogenizado del CI de 4 animales de cada grupo

experimental, y tras extraer la muestra, realizamos una digestion triptica, desalado de péptidos
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con microcolumnas C18 (Rappsilber et al., 2003) y andlisis SHOTGUN por LC-MS/MS con
los siguientes parametros: Gradiente 120 min a 2- 35% en ACN con precolumna Symmetry
C18 (S5um 20mm 180um) y columna BEH C18 1,7 wum 75ID 25 cm, método de adquisicién
CID Top 20. Busqueda con MASCOT en bases de datos locales; validacion con Percolator
FDR 1%. La busqueda y andlisis cuantitativo se hizo con MAXQUANT (Cox et al., 2008),
usando el algoritmo de bisqueda Andromeda y base de datos Uniprot Mesocricetus auratus
(hamster) proteome (version 2018-10-16) mas la base de datos de contaminantes comunes de
M. Mann. Se consideraron identificadas aquellas proteinas con al menos 2 péptidos tnicos
identificados con un 1% de FDR. Se comparé la abundancia de las proteinas mediante la
intensidad iBAQ (Schwanhiusser et al., 2013). iBAQ es una de las medidas mds usadas para la
cuantificacion relativa de proteinas. La intensidad de los péptidos precursores que mapean para
cada proteina se suma entre si y se dividen por el nimero de péptidos tedricamente

observables.

34.7 iTRAQ-8

Los homogeneizados de muestras individuales se centrifugaron y se colocaron en hielo antes de
tratar las muestras en el disruptor ultrasénico (Hielscher UP50H), usando ciclos de 1 min. Los
sobrenadantes aclarados se almacenaron a unos -80°C hasta su posterior procesamiento.

Para la determinaciéon de la concentracion de proteina total, se utilizd el kit de ensayo de
proteinas Pierce 660 nm (Pierce). Para la digestion, se precipitaron 50 pug de proteina de cada
condiciéon mediante el método de metanol/cloroformo. Los granulos de proteinas se resuspendieron
y desnaturalizaron en 20 ul de urea 7 Mitiourea 2 M, TEAB 0,1 M, pH 7,5, (SERVA
Electrophoresis GmbH). A continuacién, se redujeron con 1 yL. de Tris (2-carboxietil) fosfina 50
mM (TCEP, AB SCIEX), pH 8,0, a 37 ° C durante 60 min y seguido de 2 uL de reactivo bloqueante
de cisteina 200 mM (metanotiosulfonato de metilo (MMTS, Pierce) durante 10 min a temperatura
ambiente. Las muestras se diluyeron hasta 120 uLL para reducir la concentracién de urea / tiourea
con TEAB 50 mM.

Digestion, etiquetado de las muestras e identificacion de proteinas por huella peptidica

mediante espectrometria de masas Triple-TOF

Las digestiones se iniciaron afiadiendo 2 ug de tripsina de secuencia modificada (Sigma-Aldrich)
a cada muestra en una proporcion de 1/25 (p / p), que luego se incubaron a 37 ° C en un agitador
durante la noche. Finalmente, las digestiones se evaporaron.

Cada muestra digerida con tripsina, se etiquetdé a temperatura ambiente durante 2 horas con
media unidad del kit iTRAQ Reagent 8-plex (AB SCIEX, Foster City, CA, EE. UU.). El marcaje
iITRAQ se realiz6 mediante el reactivo iTRAQ 113 = control 1; reactivo iTRAQ 114: GASHI;
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reactivo iTRAQ 115: control 2; reactivo iTRAQ 116: GASH 2; iTRAQ 117: control 4; reactivo
iTRAQ 118: GASH 4; reactivo iTRAQ 119: control 5; Reactivo iTRAQ 121: GASH 5. Después del
etiquetado, las muestras se combinaron y la reaccion de etiquetado se detuvo por evaporacion.
Finalmente, las sales se lavaron usando un cartucho SepPak C18 (Waters).

Para realizar el andlisis de cromatografia liquida y espectrometria de masas, se preparé una
alicuota de 2 ug de cada muestra para llevar a cabo los anélisis 2D-nano LC ESI-MSMS, utilizando
un sistema de cromatografia nano-liquida (Eksigent Technologies nanoL.C Ultra 1D plus, AB
SCIEX, Foster City, CA) acoplado a un espectrometro de masas Triple TOF 5600 de alta velocidad
(SCIEX, Foster City, CA). El volumen de inyeccién fue de 5 ul. Se utilizé una columna de fase
inversa de silice nanoACQUITY UPLC 75 ym x 15 cm (Waters), con un tamaiio de particula de 1,7
pum. La columna de trampa era un Acclaim PepMap 100 (ThermoFisher Scientific), con un
didmetro de particula de 5 ym y un tamaifio de poro de 100 A, conectado en linea con la columna
analitica. La bomba de carga suministré una solucion de dcido férmico al 0,1% en agua a 2 ul / min.
La nanobomba proporcioné un caudal de 250 nl / min que hizo funcionar en condiciones de elucion
en gradiente, utilizando 4dcido férmico al 0,1% en agua como fase movil A y dcido férmico al 0,1%
en acetonitrilo como fase mévil B. A continuacion, se realizo la elucidon en gradiente en un proceso
de duracion total de 250 min, basado en el siguiente esquema: condiciones isocraticas del 96% A:
4% B durante cinco min, un aumento lineal al 40% B en 205 min, luego un aumento lineal al 90%
B durante 15 min adicionales, condiciones isocraticas del 90% B durante diez min y volver a las
condiciones iniciales en 2 min.

Para la adquisicion de los datos se utilizé un sistema TripleTOF 5600. La ionizacién se produjo
con voltaje de pulverizacion de iones flotante (ISVF) 2800 V, gas de cortina (CUR) 20, temperatura
del calentador de interfaz (IHT) 150, gas de fuente de iones 1 (GS1) 20 y potencial de
desagrupamiento (DP) 85 V. Todos los datos fueron adquiridos utilizando el modo de adquisicion
dependiente de la informacién (IDA) con el software Analyst TF 1.7 (AB SCIEX, EE. UU.). El
escaneo de levantamiento MS de 0.25 s en el rango de masa de 350-1250 Da fue seguido por 30
escaneos MS/MS de 150ms en el rango de masa de 100-1500 (tiempo de ciclo total: 4.5 s). Los
criterios de cambio se establecieron en iones mayores que la relacién masa/carga (m/z) 350 y
menores que m/z 1250 con un estado de carga de 2-5 y un umbral de abundancia de mas de 90
recuentos (cps). Los antiguos iones diana se excluyeron durante 20 s. Se utilizé el script de

parametros de energia de colision rodante (CE) IDA para controlar automéaticamente el CE.
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348 RT-qPCR
Extraccion de RNA.

Para la extraccion de RNA total, se empled una modificaciéon del método de Chomczynski y
Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987), siguiendo el protocolo recomendado por los fabricantes. Se
utilizé 1 mL de TRIzol® por cada 100 mg de tejido, y se procedié a la homogenizacidén de éste
mediante el Polytron® (T10 basic Ultra-Turrax, Ika, Alemania). Tras incubar el preparado durante
5 min a temperatura ambiente, se realizé una extraccién selectiva del RNA por separacion de fases
mediante la adicién de 200 pL de cloroformo por cada mililitro de TRIzol® inicial y centrifugacién
a 12.000 g durante 15 min a 4 °C. El RNA obtenido en la fase acuosa se precipité con un volumen
de isopropanol igual a la mitad del TRIzol® utilizado en el primer paso y se centrifugd a 12.000 g
durante 10 min a 4 °C. A continuacion, tras retirar el isopropanol, el precipitado obtenido se lavo
con un volumen de etanol 70% igual al de TRIzol® utilizado en el primer paso y se centrifugd a
7.000 g durante 5 min a 4 °C. Posteriormente, después de eliminar el sobrenadante y secar el RNA
para eliminar cualquier resto de etanol, se resuspendié en agua ultrapura libre de RNAasas,
incubando a 60 °C durante 10 min, para favorecer la disolucién del precipitado.

Tratamiento de RNA total con DNAasa I, purificacion y cuantificacion del RNA.

Los RNA obtenidos de las muestras fueron tratados con DNAasa I (Roche, Madrid-Espana)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Aproximadamente 10-15 pg de RNA en 20,5
uL de RNA total, se trata con 1pLL de DNAasa I 10 U/pL (10 x 103 unidades) y 2,5uL de buffer de
DNAasa I 10X (400 mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM CaCl,; pH 7.9). Esta
reaccion se incuba a 37 °C durante 15 min. La DNAasa I requiere de cationes divalentes para su
maxima actividad (activado por iones de magnesio y estimulado por iones de calcio),
posteriormente con la finalidad de disminuir la actividad de la endonucleasa se afiadi6 1 pL de
EDTA 0,2 M (agente quelante que inhibe la actividad enzimadtica) y para inactivar completamente
la actividad de la endonucleasa se incubd la reaccion durante 10 min a 75 °C. Asimismo, para
eliminar la posible contaminacién de DNA genémico, cada muestra fue purificada usando un kit
comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones de fabricante.
Este kit utiliza membranas de silice y columnas giratorias, uniéndose los dcidos nucleicos a la fase
sOlida de la silice en las condiciones apropiadas.

La concentracién de RNA se determind por espectrofotometria con un equipo NanoDrop
(NanoDrop 2000C espectrofotémetro, Thermo Scientific). Este instrumento realiza la cuantificacién
del RNA usando andlisis espectrografico, basado en que los 4cidos nucleicos absorben luz
ultravioleta con un patrén concreto. La muestra se somete a luz ultravioleta en la longitud de onda
de 260 nm y el instrumento mide la cantidad de luz que atraviesa la muestra: cuanta més luz

absorba la muestra, medida a través de la absorbancia de la misma, mayor es la concentracién de
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acidos nucleicos (Huss et al., 1983). Se realizaron medidas espectrofotométricas a 230, 260 y 280
nm, realizdndose tres cuantificaciones y tomandose el promedio como valor de trabajo para los
distintos experimentos. En todas las mediciones, se comprobd que la relaciéon A260/280 se
encontrase cercana a 2, correspondiente a muestras puras de RNA.

La “calidad” (no degradacién) de las muestras de RNA totales obtenidas se evalué en el chip
“ARN 6000 NanoLabChip” (Agilent, Palo Alto, CA, EE.UU), empleando el bioanalizador Agilent
2100 a través del cual podemos determinar la integridad del RNA mediante la visualizacién de las
bandas de RNAr (RNA ribosémico) 18S y 288S, utilizando un algoritmo que describe tal integridad
con la escala RIN (RNA integrity number). Se establecié que las muestras de RNA totales con una
escala de RIN superior a 8 eran las dptimas para realizar los experimentos.

Las proteinas diferencialmente expresadas mds significativas se evaluaron por RT-qPCR. Esta
técnica presenta dos etapas diferenciadas, una primera denominada retrotranscripcion (RT) o
transcripcion reversa, consistente en la sintesis de DNAc a partir de RNAm, y una segunda etapa
que utiliza como molde de DNA el propio DNAC sintetizado anteriormente, que es la propia qPCR.

En primer lugar, para obtener DNAc por retrotranscripciéon de RNAm, se utiliza el kit ImProm-
II™ Reverse Transcripciéon System (Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Inicialmente, se desnaturaliza por calor una mezcla de 1 pg de RNA total y 0,5 ug del
oligonucledtido (dT)15 a 70 °C durante 5 min, tras lo cual se enfri6 en hielo. Esta reaccidn se afiade
a una mezcla preparada previamente que contiene 1 puL de transcriptasa inversa ImProm-II"™ , 4 uL.
de tampon 5 X ImProm-1I™ , MgCI2 1,5-8,0 mM, una mezcla de dNTP (desoxinucle6tidos tri-
fosfato) 0,5 mM, 20 U del inhibidor de ribonucleasas Recombinant RNAsin® y agua ultrapura libre
de RNAasas hasta un volumen final de 15 pL. La reaccién se somete durante 5 min a 25 °C, lo que
permite que el cebador anille con el RNA molde; posteriormente, se incuba a 42 °C durante 1 hora,
para que la transcriptasa sintetice el DNAc. Finalmente, la transcriptasa inversa se inactiva
incubando 15 min a 70 °C las mezclas de reaccion. En la segunda etapa, con el objetivo de evaluar
los cambios en los niveles de expresion de los genes diferencialmente expresados, se realizé una
gPCR o también denominada PCR a tiempo real, que permite cuantificar el nivel de DNA (producto
de PCR) obtenido en cualquier momento de la propia PCR (amplificacién) mediante una seial de
fluorescencia. Los valores logaritmicos de fluorescencia, representados frente al nimero de ciclos,
permiten valorar la cantidad de DNACc inicial. Estos valores, son inversamente proporcionales a la
cantidad de DNAc inicial y se expresan como Ct (del inglés, cycle threshold) o ciclo umbral
(Schmittgen y Livak, 2008). Previamente a la realizacion de la qPCR como tal, se realiz6 un
andlisis de la eficiencia de los cebadores especificos para cada uno de los genes a estudiar, de ese
modo, se pudo establecer el rango dindmico de expresién de cada pareja de cebadores y también la

denominada Eficiencia (E). Del mismo modo, mediante este analisis se establecié la concentracion
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Optima a la cual se pudo realizar la cuantificacion relativa para cada uno de los genes a estudio. Para
ello y de forma especifica, se realiz6 una dilucién seriada del DNAc de cualquiera de las muestras a
estudio y se calcularon los Ct obtenidos para cada una de las concentraciones dispuestas.
Seguidamente, la qPCR como tal fue realizada usando la sonda inespecifica SYBR-Green I,
fluorocromo que se une a la doble hebra de DNA. Para poder distinguir los productos de PCR
generados en la JPCR con este tipo de sonda se realiza un andlisis de curva de desnaturalizacion,
que nos permite discriminar los productos de PCR especificos de los inespecificos para sélo
contabilizar los datos de fluorescencia de productos de PCR especificos.

El volumen final para cada reaccién de qPCR fue de 20 pL: 10 pL. de Master Mix (PCR Master
Mix Power SYBR-Green, Applied Biosystems), 0,8 uL. de cada cebador (Tabla 1), 74 ul de agua
ultrapura y 1 pLL de DNAc en una concentracién de 1 ng/uL. La reaccién de amplificaciéon de PCR
tuvo lugar en un termociclador acoplado a un fluorimetro (ABI Prism 7000, Applied Biosystems)
con las siguientes condiciones: 10 min a 95 °C seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 minuto a 60
°C. Seguidamente, se ejecutd el programa especifico para analizar la curva de disociacion
mencionada. Todas las qPCRs fueron realizadas por triplicado para cada muestra (3 réplicas),
utilizando un minimo de tres muestras y un maximo de 6; asimismo, en todas las qPCRs se
incluyeron controles negativos.

El tipo de andlisis de datos empleado para la cuantificacién de las qPCRs fue el de cuantificacion
relativa, a una condicién dada (“‘control”), utilizando el método de las Ct, 1til en el caso de que las
Eficiencias (E) y/o pendientes (b) de las rectas patrén de los rangos dindmicos (Y = a* X + b) sean
iguales entre las PCRs de muestras a comparar. De este modo, la E de la qPCR para cada par de
cebadores, junto con los valores del Ct obtenidos, fueron usados para calcular la expresion relativa
de cada transcrito (FC), de acuerdo con la ecuacign E~ (¢t “eondicion I = ACt“condicion %) " g de Ja E se refiere
a la eficiencia de la PCR, ACt de cada “condicién” (“condiciéon 1”7, es en nuestro caso, el
transcriptoma de la linea de hamsteres sirios GASH:Sal y, “condicién 2”, es la de los hamsteres
sirios control) es igual a la Ct del “gen de interés” — Ct del “control interno, gen enddgeno o
housekeeping” (Schmittgen y Livak, 2008; Livak y Schmittgen, 2001). Para determinar el gen
enddgeno Optimo a utilizar en la cuantificacion de las qPCRs se analizaron los perfiles de expresion
de dos genes, [3-actina (f-act) y gliceraldehido 3-fosfatasa deshidrogenasa (Gadph). Los niveles de
expresion de cada uno de ellos fueron medidos en las dos lineas de hamsteres sirios por RT-qPCR y
utilizando el programa NormFinder (Andersen et al., 2004) calculamos las variaciones de expresion
génica intra e intergrupal, concluyendo que el gen de la (3-actina es el mas estable. Como gen de

referencia o control endégeno, se empled el gen de la B-actina.
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3.5 Anadlisis de los resultados
3.5.1 Identificacion de proteinas

La identificacion de proteinas se realizé mediante la bisqueda de espectros de MS/MS en la base
de datos de proteinas de Mesocricetus auratus Uniprot (publicacién en octubre de 2018) con el
algoritmo Andromeda (Cox et al., 2011) y MAXQUANT (Cox et al., 2008). Los pardmetros de
busqueda fueron los siguientes: digestion totalmente triptica con hasta dos escisiones perdidas,
tolerancias de masa de 20 ppm y 0,6 Da para iones precursores y productos, respectivamente,
oxidacion de metionina y acetilacion de la proteina n-terminal se establecieron como
modificaciones variables y carbamidometilacion de cisteina como modificacion fija. Se usé una tasa
de FDR del 1%, utilizando la bisqueda en la base de datos Target-Decoy para la validacion de
péptidos. Solo se consideraron los grupos de proteinas con al menos dos péptidos identificados. La
abundancia relativa de proteinas se compar6 utilizando la puntuacién iBAQ (Schwanhéusser et al.,
2011).

En el caso de iTRAQ, los espectros MS/MS se exportaron a formato mgf usando Peak View
v1.2.0.3 y se buscaron usando Mascot Server 2.5.1, OMSSA 2.1.9, X! TANDEM 2013.02.01.1 y
Myrimatch 2.2.140 contra una base de datos compuesta de objetivo / sefiuelo construido a partir de
las secuencias del proteoma de referencia de Mesocricetus auratus en la base de conocimiento de
“Uniprot” (enero de 2020), junto con los contaminantes que ocurren comunmente. Todos los
andlisis finales se realizaron con el software Proteobotics (Madrid, Espafia) (Ramos-Ferndndez et
al., 2008; Lopez-Serra et al., 2014).

La informacién obtenida se agrup6 en hojas de cdlculo de Microsoft Office Excell, ordenada por
significacion estadistica utilizando el criterio FDR, aceptando aquellos datos con un valor p < 0 =
0,01, es decir que no se supere el 1% de diferencia entre muestras.

En el caso de la identificacion de péptidos, se incluyé la informacion sobre el espectro MS/MS,
como, por ejemplo, el archivo de procedencia, el tiempo de retencién en min, la carga y la relacion
masa/carga del ion precursor. Ademads, se incluyd también la informacion relativa del péptido
asignado y de su proteina precursora, donde se adjuntan los cédigos PSIMOD utilizados en el
experimento.

Para la identificacién de proteinas, se selecciond el conjunto de proteinas mds pequefio posible
de cada grupo, porque permite explicar la totalidad de los péptidos identificados. A continuacion, se
etiquetaron los péptidos identificados segin su grado de redundancia, diferencidndose distintos

tipos de péptidos:
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“Unique peptide”: péptido que sélo puede ser generado por una tnica secuencia en la base de
datos, por lo que permite identificar de forma completamente inequivoca la presencia de dicha
proteina en la muestra.

“Inferred peptide”: péptido que puede ser generado por mds de una secuencia en la base de
datos, pero que puede atribuirse con cierta seguridad a una proteina en concreto.

“Ambiguous”: péptido cuya presencia puede ser explicada por més de una proteina inferida, sin
que pueda atribuirse especificamente a una de ellas con seguridad.

“Excluded”: péptido que, al no alcanzar el nivel de confianza estadistica requerido, no ha
participado en el proceso de inferencia de proteinas ni es considerado en el calculo de la cobertura
de secuencia (% sequence_coverage).

Se incluyeron también la cabecera FASTA y algunas propiedades fisicoquimicas como el peso
molecular en kDa, el punto isoeléctrico, o el indice GRAVY de hidrofobicidad. Por motivos de
claridad, se incluyeron los espectros asignados a las proteinas falsas, que se utilizan con fines de
control de calidad en el proceso de identificacion de péptidos y proteinas.

Andlisis cuantitativo

En siguiente lugar se realiz6 el andlisis cuantitativo en el cual se utilizaron solamente las sefales
de espectrometria de masas asociadas a los péptidos identificados con el criterio FDR visto con
anterioridad. Para cada proteina inferida, los péptidos que cumplian el criterio se clasificaron por su
nivel de redundancia para formar los distintos grupos cuantitativos, donde cada uno de ellos se
definen por las columnas “contrast”, “inferredIDs”, “peptide”, y “modif”.

El tipo de grupo inferido utiliza péptidos dnicos y de este tipo, constituyendo la hipdtesis
cuantitativa de referencia para una determinada proteina.

Los péptidos ambiguos se segregan en hipdtesis cuantitativas independientes.

Los péptidos que contienen residuos con modificaciones quimicas también forman grupos
cuantitativos separados, es decir, se cuantifican por separado el péptido normal y el modificado.

El uso de grupos de cuantificacion evit6 distorsiones en las mediciones cuantitativas ocasionadas
por las limitaciones intrinsecas al proceso de inferencia de proteinas y permitié la cuantificacion
especifica de péptidos modificados postraduccionalmente. Es de importancia indicar que todas las
sefales han sido sometidas a procesos de eliminacién de ruido, control de calidad y normalizacién
antes del andlisis estadistico.

Para cada contraste se incluy6 una tabla de resultados de andlisis de regulacion diferencial,
acompanadas de varias medidas de significacion estadistica, utilizando como criterio de
significacion un p-valor < 0,05. Ademads, se adjuntaron dos tablas resumen que incluyen los valores
de log 2 fold change de todos los contrastes disponibles para cada grupo de cuantificacion y para

cada péptido.
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Los ratios de abundancia se expresan en logaritmo en base 2. Es por ello, que cabe tener en
cuenta:

definicién del log ratio: log_fold_change = log,(x/y) = In(x/y)/In(2)

conversion a ratio (escala decimal): ratio x/y = 2'°e-fold-chanze

recodificacién del contraste: log,(y/x) = - log,(x/y)

3.5.2 Analisis Bioinformatico

Uno de los medios de andlisis mds interesantes son las tablas descritas en resultados en las que se
pueden observar individualmente los niveles de expresion proteica sobreexpresados o
infraexpresados a través del dato del valor del nivel de expresion de un transcrito en una condicion
frente a otra (FC, del inglés, fold change).

Para los andlisis estadisticos de interaccion génica y proteica, se realizd en primer lugar un
grafico denominado Volcano plot, desarrollado a partir del programa GraphPad Prism 8, donde se
separan todas las proteinas analizadas. Se tienen en cuenta los valores de las variables “p-value” (<
0,05, eje X) y “log 2 fold change” (> 0,321 y <-0,321, eje Y), observando los que se sobreexpresan
y los que se encuentran infraexpresados.

Posteriormente, se utilizaron diferentes bases de datos bioldgicas, de funcién molecular,
componente celular, fenotipo asociado a enfermedad y rutas metabdlicas, para la anotacion
funcional de los genes que codifican las proteinas diferencialmente expresados. Concretamente, las
bases de datos utilizadas fueron:

- ENRICHR, 2020. [https://maayanlab.cloud/Enrichr/]. Esta plataforma contiene una gran
cantidad de bases de datos, donde al insertar los genes codificantes de las proteinas de interés, se
pueden obtener graficos de andlisis de transcriptomas, vias metabdlicas o enfermedades en las que
intervienen las proteinas codificadas por estos. Permite, ademads, realizar andlisis ontolégicos GO
con el objetivo de observar en que vias metabdlicas intervienen los genes sobreexpresados e
infraexpresados, prestando especial interés en las bases de datos GO Biological Process, GO
Molecular Function y GO Cellular Component.

- The PANTHER Classification System, [http://www.pantherdb.org/] es una base de datos
gestionada por el Gene Ontology Reference Genome Project, la cual permite la clasificacion de
grupos de proteinas relacionadas evolutivamente y su clasificacion a través de sus funciones

- STRING 10.0. [http://string-db.org/]: Base de datos que establece redes de interacciones entre
proteinas, tanto las ya conocidas como las putativas. Estas interacciones incluyen tanto las directas
(fisicas) como las indirectas (funcionales), y estdn basadas en diferentes bases de datos, incluyendo
contextuales, experimentales, bibliograficas o de coexpresion. Varias organizaciones como el Swiss
Institute of Bioinformatics, el NNF Center for Protein Research, el EMBL Heidelberg, la

Universidad de Dresden o la Universidad de Zdrich gestionan esta base de datos
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- CTD [Comparative Toxicogenomics Database; http://ctdbase.org/]. Base de datos comparativa
toxicogendmica gestionada por MDI Biological Laboratory y NC State University.

- KEGG PATHWAY [http://www.genome.jp/kegg/pathway.html] es una base de datos de vias
metabdlicas y de interacciones moleculares de la enciclopedia de genes y genomas gestionada por
Kanehisa Laboratories de Kioto (Japon) y es utilizada para el andlisis de las rutas metabdlicas en las

que estan implicados un determinado grupo de genes o proteinas.

3.5.3 Localizacion subcelular de las proteinas

Para ubicar las proteinas diferencialmente expresadas en el estudio, se recurri6 a la base

de datos Genecards (https://www.genecards.org).

3.5.4 Analisis comparativos

El andlisis proteémico comparativo entre los animales GASH/Sal y los controles, ambos de la
especie Mesocricetus auratus, se ha realizado con los genes relacionados con las proteinas
expresadas diferencialmente. Asimismo, se ha trabajado con los genes correspondientes a la especie
Homo sapiens, utilizado un paquete en R (gprofiler2) para encontrar los genes ortélogos en

humano.

Se han estudiado los resultados de 3 métodos de deteccion y cuantificacion de proteinas; iTRAQ
(etiquetas isobdricas para cuantificacion relativa y absoluta), SDS-PAGE (electroforesis en gel de

poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico + espectrometria de masas) y SHOTGUN.

A partir de los genes/proteinas expresados diferencialmente se buscardn los términos
enriquecidos empleando el paquete gprofiler2. Dicho paquete aplica el test hipergeométrico para
calcular el p-valor asociado a los términos encontrados. Asimismo, se ha empleado un método de

correccidn estadistico poco conservativo, FDR.

Para los tres métodos de deteccion de proteinas se destacardn los términos con una mayor
significacion estadistica.

Las bases de datos que se consultan por defecto gracias a gprofiler2 son las siguientes:

1. GO (Gene Ontology): ontologia génica, 2. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), 3. REACTOME y WP (WikiPathways): rutas bioldgicas, 4. CORUM: complejos
proteicos, 5. TF (TRANSFAC): motivos reguladores, 6. miRTarBase: dianas de miRNA, 7. HPA
(Human Protein Atlas): especificidad de tejido de genes/proteinas y 8. HP (Human Phenotype
Ontology): fenotipos humanos.

Finalmente, para la realizacién de los mapas de interaccion (tree maps), se utilizé el paquete en

R rrvgo.

34



35

4- RESULTADOS



4.1- Diferencias proteicas del CI entre el hamster control y el GASH/Sal en condiciones
basales

Antes de comenzar los experimentos, procedimos a la optimizacién del método para la
extraccion de proteinas. Los coliculos de dos cerebros de hamster se usaron como prueba para
optimizar las condiciones iniciales de rotura. Cada uno de ellos se utilizé con unas condiciones

de rotura, solubilizacién o precipitacion diferentes (Tabla 2).

Microtubo Microtubo + Muestra Muestra

Prueba Tubo vacio (g) —. @) (mg) Rotura
1 1 1,0018 1,0071 0,0053 53 Mortero+ TCA
1 2 0,9870 0,9939 0,0069 6,9 Mortero+ buffer TRIS
2 3 0,9917 0,9978 0,0061 6,1 Politrén+RB2
2 4 1,0050 1,0109 0,0059 5,9 Politron+Buffer

Tabla 2. Resumen de las masas de partida para la extraccién de proteinas y métodos de rotura y solubilizacion de
proteinas utilizados. Las muestras Prueba 1 y 2 con dos coliculos por tubo se repartieron para dos condiciones.

Se puede observar que la rotura mediante el “Polytron®” y la posterior solubilizacion en buffer
con urea o en buffer con Tris y precipitacion con TCA (flechas rojas), dan los mejores resultados
(Fig. 5), aunque los restantes métodos tampoco presentan degradacion de las proteinas, pero éstas

aparecen mas diluidas.
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Figura 5. Anilisis de las proteinas obtenidas mediante diferentes métodos de rotura, precipitacién y solubilizacion.
Abreviaturas: M-Mortero; P-polytrén; U- buffer Urea (8M, 4% CHAPS); B-buffer Tris (10mM Tris-HCI pH 74;
0,15M NaCl, ImM EDTA); T-PRECIPITADO CON tca (20% +0,07% DDT en acetona). Las siglas que no terminan
con una “t” son muestras sin precipitar.
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4.1.1 Electroforesis bidimensional

Se analizaron por electroforesis bidimensional una mezcla de muestras del CI pertenecientes a
animales control y GASH/Sal en condiciones basales, obteniéndose patrones de manchas tal y como

se aprecia en la figura 6.
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Figura 6. Electroforesis 2D correspondientes a animales controles (A) y de la linea GASH/Sal (B). Significado de
los simbolos representados en la figura: Circulo rojo (O), indica las manchas proteicas en mayor cantidad con respecto
al otro grupo experimental; Circulo verde (O), indica las manchas proteicas en menor cantidad con respecto al otro
grupo experimental; Cuadrado, indica las manchas proteicas exclusivas de ese grupo experimental; Flechas azules,
indica las manchas proteicas seleccionadas para su posterior andlisis. (La comparativa de la cantidad proteica se realiza
de forma cualitativa).

De forma cualitativa, se muestran en verde las manchas proteicas que parecen disminuir
drasticamente en una muestra con respecto a la otra, y en rojo las que estdn presentes en mas
cantidad al comparar las dos condiciones. Con un cuadrado, se identifican las manchas proteicas
que aparecen de manera exclusiva en una de las muestras. En general, se observa menos cantidad de
proteina en los animales GASH/Sal respecto a los controles. En total, fueron identificados 27
manchas proteicas, 11 de los cuales estaban en mayor concentracién y 7 en menor concentraciéon en
el GASH/Sal con respecto al control (Figura 6B). En el control, se encontraron 9 manchas proteicas
exclusivas de este grupo experimental (Figura 6A).

Se seleccionaron las manchas proteicas que se consideraron mds apropiadas para su andlisis
posterior a la vista de los resultados cualitativos. Las manchas proteicas seleccionadas fueron 7, 8,
11,18, 23, 25,26 y 27 (indicados mediante una flecha azul en la Figura 6), se procesaron segtn la
metodologia descrita y se analizaron con espectrometria de masas MALDI-TOF. Con esta técnica,
empleando un valor de puntuacion MOWSE superior a 45 fueron considerados como significativos

(p <0,05). Ninguno de los resultados de las muestras superd ese nivel de significacidn, por lo que la
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biisqueda en la base de datos condujo a resultados no redundantes, como muestran las gréaficas de la

Figura 7.
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Figura 7. A. Espectro MALDI-TOF de la mancha proteica nimero 27. Se sometio a la digestion en gel de las
proteinas con tripsina y se realizé después un andlisis mediante MALDI-TOF. B. Histograma de probabilidades de
identificacidn proteica. El histograma representa la cantidad de proteina segun el algoritmo Mascot. En ordenadas
se representa el -10*¥*Log(P), donde P es la probabilidad de que se observe una coincidencia de la muestra con las
proteinas de la base de datos. Los valores proteicos mayores de 45 son significativos (p<0.05). En ordenadas, el

nimero de coincidencias (del inglés, number of hits).

Al no funcionar el método de anterior, se realizé cromatografia liquida acoplada a un
espectrometro de masas (LC-MS/MS) de un bloque de 7 muestras seleccionadas de los geles
bidimensionales, obteniéndose resultados en 6 de ellas. Las manchas proteicas seleccionadas
para realizar el ensayo fueron 7, 8, 11, 18, 23, 25 y 26. El ndimero 11 no mostré resultados.

Sélo se consideraron las proteinas identificadas con dos péptidos o maés.
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Figura 8. A- Espectro de fragmentacion de la mancha proteica nimero 26. B- Espectro de fragmentacion del
la mancha proteica nimero 26 tras hacer la lectura de la serie de ionesb e y.

Las proteinas identificadas fueron: ATP- sintasa (subunidad alfa), proteina acida fibrilar
glial, ATPasa tipo V (subunidad B), alfa-internexina, gliceraldehido-3-P deshidrogenasa,
malato deshidrogenasa, glutation S-transferasa pi y Ran proteina nuclear de unién GTP. El
nimero de la mancha proteica y de proteinas identificadas no concuerda directamente, ya que
existen algunos puntos sin proteina identificada de manera significativa, y otras proteinas estan
presentes en mas de una mancha proteica. La tabla 3 muestra los resultados obtenidos mediante
LC-MS/MS. Para el andlisis de los mismos, se obviaron las keratinas, ya que son un
contaminante tipico en este tipo de técnicas. Ademas, hubo proteinas que fueron identificados a
partir de muiltiples puntos. Como vemos en la tabla 3, puede ocurrir, en algunos casos
excepcionales, que la misma proteina se encuentre en dos manchas proteicas distintas; este tipo
de fenémeno es comun en los andlisis proteémicos basados en geles, y puede ser explicado por
las interacciones fisicas entre algunas proteinas o debido a modificaciones post-

transduccionales, como por ejemplo fosforilacion
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Nombre proteina

| Gen |Control| GASH:Sal [Localizacién celular |

Funcion

SPOT |
1 7.8.18
2 | 18
3 18
4 18
5 23
& 23
7 26
5 26

ATP- sintasa (subunidad alfa)

Pratedng dcida fibrilar glial

ATPasa tipo V (subunidad B)

Alfa-imternexina

Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa

Glutatidn S-transferasa pi

Ran proteina nuclear union GTP

AtpSal

Gfap

Atpivlb?

Ina

Gapdh

fAdhl

Gstpl

Ran

+

L Mitocondria
+ Citoplasma
GASH/Sal
* Membrana plasmdtica
L Citoplasma
L Citoplasma
™ Citoplazma
4 Citoplasma, mitocondria,
niclen
Mucleo, citoplasma,
melanosoma.
Lo Fundamentalmente en el

nuchen durante la
interfase

Cataliza la sintesis de ATP

Proteina del citoesqueleto
marcader especifico de célula

Bomba de protones vacuolares, gran
importancia digestidn celular

Organizacion del citoesgueleto,
morfogeénesis newranal

Metabolismo carbohidratos | ARME
vinculante , regulacion de
transcripcion apoptosis
Jarganizacion del ctoesgueleto

Metabolismo de carbohidratos,
Elucolisis

Conjugacian de glutatidn reducido a
uma amplia serie de electrafilas
hidrifobos exdgenos y enddgenos,
Puede metabolizar 1-cloro- 2.4 -
dinitrobenceno . Regula la actividad
de CDKS a trawves de p25/ p35 para
prevenir la neurocdegenseracion

Regulacion movimienta
macramaléculas a traves del pora
nuchear, contral de sintesis de ADM,
regulacion formacidn y organizacion
de micretibulos, condensacidn
cromatina

Tabla 3. Resumen de los datos comparativos de expresion génica del coliculo inferior de hamsteres control y
GASH:Sal en condiciones basales. Los simbolos representan lo descrito a continuacién: T mayor cantidad de la
proteina, § menor cantidad de proteina, l no presencia de la proteina de forma significativa, & presencia de la

proteina de fo

rma significativa.

Gfap

Atpbvlb2

Figura 9.

Interaccién entre los genes
codificantes de las proteinas

encontradas

experimentalmente, donde las lineas representan
interacciones entre ellas. Esquema obtenido de

la pagina web http://string-db.org/
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4.1.2 SDS-PAGE-MS

4.1.2.1 Descripcion de proteinas diferencialmente expresadas.

De la mezcla de tejido del CI, tanto de controles como de GASH/Sal, se identificaron 126

proteinas diferencialmente expresadas, con IBAQs >2 y mdas de dos péptidos para la

identificacion. De ellas, 59 estaban infraexpresadas frente a los controles y 67 sobreexpresadas.

Hay también proteinas que Unicamente aparecen en un tipo de muestra, bien en los controles

(14) o en el GASH/Sal (5).

La relacion de proteinas se refleja en la tabla 4.

Gen
Cf12

LOC101830505
Popl

Tmed2
Csk; Matk
S100al

Numb

Enah
LOC101840630
Aip

S100b

Atadl

Atoxl

Pcskln

ND2

Cdc37

LOC106022906
Slc4alo

LOC101839073

Cstb

Micu3

Ubxn6
LOC106021941

Rab27b; Rab27a
Gmpr

Trappc6b
Astnl

Trio

Fxr2; Fmrl
Lgalsl

Nefm; VIM;
Des

LOC101830493
LOC101843256
Dhrs7

Nesl

RAB3B
Aldh18al
Agpatl

Tomm401
Atp2b4

Proteina
cofilin-2

ADP-ribosylation factor 2

ribonucleases P/MRP protein subunit POP1
transmembrane emp24 domain-containing
protein 2

Tyrosine-protein kinase

Protein S100

protein numb homolog isoform X4, 3,2, 1
protein enabled homolog isoform X6,7,5,4, 3,2

neurofilament light polypeptide-like

AH receptor-interacting protein

Protein S100

ATPase family AAA domain-containing protein 1
copper transport protein ATOX1 isoform X2
proSAAS

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2
hsp90 co-chaperone Cdc37

cytosolic purine 5'-nucleotidase-like

Anion exchange protein

isochorismatase domain-containing protein 2A,
mitochondrial-like

cystatin-B

calcium uptake protein 3, mitochondrial

UBX domain-containing protein 6
serine/threonine-protein kinase DCLK2-like
ras-related protein Rab-27B; ras-related protein
Rab-27A

GMP reductase
trafficking protein particle complex subunit 6B
astrotactin-1 isoform X2, 1

triple functional domain protein

fragile X mental retardation syndrome-related
protein 2;

Galectin

neurofilament medium polypeptide;Vimentin;
Desmin

uncharacterized protein LOC101830493;
Histone H2B;

dehydrogenase/reductase SDR family member 7
neuronal calcium sensor 1

Ras-related protein Rab-3B
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase

mitochondrial import receptor subunit TOM40B
plasma membrane calcium-transporting ATPase 4

Ratio IBAQ
-100,0

-100,0
-100,0

-100,0
-100,0
-8,4

7,4
-4,7

-4,7
-4,6
-4,6
-4,4
-4,2
-4,2
-4,0
-3,9

-3,8
-3,8

3,4

3,2
-3,0
2,9
-2,9

-2,8

2,7
2,6
2,6

-2,6

-2,5
-2,5

2,5
2,5
2,5
-2,5
2,4
2,4
2,4
2,4

2,4
2,3

Gen
Txndc5

GRK2; Adrbk1
Ttc7b

Rabl12
Erlin2; Erlinl
ND1

Eps15
Nin

Syn3
Sv2b
Ttyh3
Jup
Rpl23
Ckap4
Sarla
Wdrd7

Pck2
Galk1

Tfrc

Srsf5; Srsf4
Cbr4

Pfas

Cars

Stx4

Kifla; Kif1b
Rtn3
Blvra

Dcxr

Phptl
LOC10183746:

Macf1
Snx2
Tom1
Slc6as
Sacmll
Cltb
Mrps27
Syt7

Pdpl
Golph3

Proteina

thioredoxin domain-containing protein 5

G protein-coupled receptor kinaseBeta-
adrenergic receptor kinase 1; G protein-coupled
receptor kinase

tetratricopeptide repeat protein 7B isoform X2, 1

ras-related protein Rab-12

erlin-2; erlin-1

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1
epidermal growth factor receptor substrate 15
isoform X2, 1

neurolysin, mitochondrial

synapsin-3 isoform X1, 2
synaptic vesicle glycoprotein 2B
Protein tweety homolog

junction plakoglobin isoform X1
60S ribosomal protein L23
cytoskeleton-associated protein 4
GTP-binding protein SAR1a

WD repeat-containing protein 47 isoform X4, 3, :

phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP],
mitochondrial
galactokinase

transferrin receptor protein 1
serine/arginine-rich splicing factor 5 isoform
X2, 1; serine/arginine-rich splicing factor 4
carbonyl reductase family member 4
phosphoribosylformylglycinamidine synthase
cysteine--tRNA ligase, cytoplasmic

syntaxin-4 isoform X2, 1

kinesin-like protein KIF1A isoform X10,9.8 .7,
6,5,4,3,2,1;

Reticulon

Biliverdin reductase A

L-xylulose reductase isoform X1; L-xylulose
reductase

14 kDa phosphohistidine phosphatase
contactin-associated protein-like 2
microtubule-actin cross-linking factor 1
isoforms X15,14,13,12,11,10,9,8,7,6,5,4,
3,2,1

sorting nexin-2

target of Myb protein 1 isoform X1, X2
Transporter

phosphatidylinositide phosphatase SAC1
Clathrin light chain

28S ribosomal protein S27, mitochondrial;
synaptotagmin-7 isoform X5, X4, X3, X2, X1
pyruvate dehyrogenase phosphatase catalytic
subunit 1 isoform X3, X2, X3

Golgi phosphoprotein 3

Ratio IBAQ
2,0

2,0
2,0

2,1
2,1
2,1

2,1
2,1

2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,3
2,3
2,4

2,4
2,5

2,5

2,5
2,6
2,6
2,6

2,6

2,6
2,7
2,7

2,7

2,8
2,9

2,9
2,9
31
31
31
3,1
3,2
3,3

33
35
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Gen Proteina Ratio IBAQ|Gen Proteina Ratio IBAQ]

phosphatidylinositol transfer protein beta

Adgrgl G-protein coupled receptor 56 -2,3 Pitpnb isoform isoform X2, X1 3,9
Ssrl translocon-associated protein subunit alpha isofor -2,3 Afg312 AFG3-like protein 2 4,0
PC4 and SFRSI-interacting protein isoform X2,
Psipl 1 -2,3 Klc2 kinesin light chain 2 isoform X2, X1 4,0
Nit2 omega-amidase NIT2 -2,3 Rgs6 regulator of G-protein signaling 6 isoform X3, X 4,1
Ly6h lymphocyte antigen 6H isoform X2, 1 -2,3 Golga7 golgin subfamily A member 7 isoform X2, X1 43
LOCI101841805 cytochrome c oxidase subunit 7A2, mitochondrial -2,3 Atp2b3 Calcium-transporting ATPase 4,5
- adapter molecule crk isoform X1, 2 23 Ubedb ;l(bzlf];l(l'ltm conjugation factor E4 B isoform X3, 5.0
Acotl3 acyl-coenzyme A thioesterase 13 -2,3 Vps4a; Fignll vacuolar protein sorting-associated protein 4B; 5,0
Hintl histidine triad nucleotide-binding protein 1 -2,2 Htt huntingtin 5,4
Ca3 carbonic anhydrase 3 -2,2 Hebpl heme-binding protein 1 8,1
ATP-sensitive inward rectifier potassium

Ppp3rl calcineurin subunit B type 1 -2,2 Kenjl0 channel 10 10,9
Atp8al Phospholipid-transporting ATPase -2,1 Vef neurosecretory protein VGF 12,8
LOC101836740 uncharacterized protein C20rf47 homolog, mitoct -2,1 Tpmt thiopurine S-methyltransferase 38,5
Scarb2 Scavenger receptor class B member 2 -2,1 Anapc5 anaphase-promoting complex subunit 5 100,0
LOC101834965 hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial -2,0 Cmpk2 UMP-CMP kinase 2, mitochondrial 100,0
LOC101834210 LOW QUALITY PROTEIN: 40S ribosomal prot -2,0 Copb2 Coatomer subunit beta' 100,0
Rpl27 60S ribosomal protein L27 -2,0 Cpne5 copine-5 isoform X2, X1 100,0
LOCI101833678 hemoglobin subunit beta-like -2,0 Lepl, Pls1 plastin-2, plastin-1 100,0

Lin7a; Lin7b  protein lin-7 homolog A isoform X3, X4; Protein 100,0
LOW QUALITY PROTEIN: glyceraldehyde-3-

LOC10182382! phosphate dehydrogenase-like 100,0
LOC10184431- 60S ribosomal protein L13-like isoform X3, X2, 100,0
Myol18a unconventional myosin-XVIIIa 100,0
Ptpdal protein tyrosine phosphatase type IVA 1 100,0

Slc12a6; Slc12: solute carrier family 12 member 6 isoform X5, X: 100,0
Smith-Magenis syndrome chromosomal region

Smcr8 candidate gene 8 protein 100,0
Stubl E3 ubiquitin-protein ligase CHIP 100,0
Ezr ezrin 420,0

Tabla 4. Proteinas diferencialmente expresadas identificadas por el método SDS-PAGE-MS. Ratio IBQ
control/GASH
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A

Tmed2
Pop1
LOC101830505
cfi2

Csk; Matk
s100a1

Numb

Enah
LOC101840630
Aip

s100b

Atad1

Atox1

Pcskin

ND2

Cdc37
LOC106022906
Slcaa10
LOC101839073
Cstb

Micu3

Ubxn6
LOC106021941
Rab27b; Rab27a
Gmpr

Trappcéb

Astn1

Trio

Fxr2; Fmrl; Fxrl
Lgals1

Nefm; VIM; Des
LOC101830493;
LOC101843256;
Dhrs7

Nes1

RAB3B
Aldh18a1
Agpat1
Tomm4ol
Atp2b4

Adgrg1

Ssr1

Psip1

Nit2

Ly6h
LOC101841805
crk

Acot13

Hint1

ca3

Ppp3r1

Atp8al
LOC101836740
Scarb2

HMGCL

RPS24

Rpl27

HBB
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Figura 10. Relacion de proteinas diferencialmente representadas en el CI del GASH/Sal en relacion a los
controles. En verde (A) indica que son mas abundantes (sobreexpresadas) y en rojo (B) las que estdn en menor
cantidad (infraexpresadas) que en el CI de los controles. En la base del histograma, se indica el nimero de veces
en el que se encuentra mas o menos representada cada una de las proteinas del estudio.
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Figura 11. Interaccion entre las proteinas diferencialmente expresadas determinadas por la técnica SDS-
PAGE.MS A- Sobreexpresadas. B-Infraexpresadas en relacion con los controles. Las lineas representan
interacciones entre ellas. Esquema obtenido de la pagina web http://string-db.org/

4.1.2.2 Analisis de enriquecimiento funcional

Proteinas sobreexpresadas

No existe ningin termino GO correspondiente a la categoria ‘“funcién molecular”
enriquecido, por lo tanto, nos centraremos en analizar los términos GO correspondientes a la
categoria “proceso bioldgico” (BP), tanto en las proteinas sobreexpresadas como en las
infraexpresadas.

Existen dos procesos bioldgicos muy significativos:

-endocitosis post-sindptica: los genes correspondientes a las proteinas sobreexpresadas son
PPP3RI,ATADI y NUMB (ver significado en anexo 3).

-proceso metabdlico de la citrulina. los genes correspondientes a las proteinas sobreexpresadas
son ATP2B4y ALDHIS8AI.

Ademas, se encuentra sobreexpresada la proteina NADH-ubiquinona oxidorreductasa (gen

MT-ND?2), pertenece al complejo I de la cadena de respiracion mitocondrial.
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Término padre: proceso metabdlico de la
citrulina

Término hijo mas significativo:
1 Proceso de sintesis de citrulina

Genes correspondientes a las proteinas
sobreexpresadas en el término mas significativo

|

Término principal: endocitosis post-sinaptica citrulline
biosynthetic

Término secundario mas significativo:
process

1. Regulacion de la endocitosis de

receptores de neurotransmisores regulation of postsynaptic

postsinapticos neurotransmitter receptor
Genes correspondientes a las proteinas internalization nervous system
sobreexpresadas en el término mas d I t
significativo (PPP3R1, ATAD1 y NUMB) EXE CRIED

aminophospholipid
transport

ITabla 5. Términos GO (categoria BP) correspondientes a los genes/proteinas sobreexpresadas en SDS|

Los fenotipos asociados a las proteinas significativas encontradas en la base de datos Human

Phenotype Ontology se pueden ver en la tabla 14.

Cifosis SCARB2, ALDH18A1, TRIO, ATAD1, AIP, CFL2 y
POP1

Coordinacion anormal SCARB2, HINT1, ADGRG1, ALDH18A1, TRIO,
TRAPPC6B, CSTB, MT-ND2 y ATAD1

Electroencefalograma

con complejos de ondas SCARB2, ADGRG1 y CSTB
“polyspike”

Movimientos SCARB2, HINT1, ADGRG1, ALDH18A1, TRIO,
involuntarios TRAPPC6B, CSTB, MT-ND2 y ATAD1

|Tabla 6. Fenotipos enriquecidos en las proteinas sobreexpresadas en SDS|
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Proteinas infraexpresadas

Mediante la técnica SDS, de detectan numerosas proteinas relacionadas con el transporte y la
secrecion de sustancias, especialmente con el movimiento mediado por vesiculas desde, hacia y
dentro del aparato de Golgi. Los genes que se corresponden con las proteinas mds significativas en
este término son las siguientes:

-COPB2, MYO18A, HTT, GOLGA7, KLC2, PITPNB, GOLPH3, SNX2, MACF1, STX4, SARIA,
EPS15y TXNDC5

En segundo lugar, podemos resaltar dentro de este bloque otro término muy significativo
relacionado con la secrecién de insulina. Los genes que se corresponden con las proteinas
infraexpresadas son:

-EZR, MYOI18A, GOLPH3, PHPTI, STX4 y PCK2.

Por otra parte, existe otro bloque relacionado con el comportamiento. Todos los términos de
dicho bloque tienen como proteinas infraexpresadas la huntingtina (gen HTT) y la proteina tipo 2

asociada a la contactina (gen CNTNAP2).

Término padre: transporte
Término hijo mds significativo:

1. Transporte mediado por vesiculas de sustancias desde, hacia y dentro del
aparato de Golgi

Genes correspondientes a las proteinas infraexpresadas en el término mds
significativo (COPB2, MYO18A, HTT, GOLGA7, KLC2, PITPNB, GOLPH3, SNX2, MACF1,
STX4, SAR1A, EPS15 y TXNDC5)

!

Término padre: comportamiento

Todos los términos hijos:

asymmetric
Golgi ribbon . Aprendizaje observacional
formation -
L. Aprendizaje vocal
L. Aprendizaje imitativo
G°|gi vesicle transport observational => L. Comportamiento auditivo
Iearning L. Comportamiento mecanosensorial

Genes correspondientes a las proteinas
infraexpresadas en los términos mas
significativos (HTT y CNTNAP2)

synaptic
signaling

rI‘abla 7. Términos GO (categoria BP) correspondientes a los genes/proteinas infraexpresadas en SDS|

Los fenotipos significativos asociados a las proteinas infraexpresadas se pueden ver en la tabla
8.
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Clonus aquileo STUB1, HTT, KIF1A, CARS1 y ERLIN2

Mielinizacién anormal del
Sistema Nervioso Periférico SLC12A6, KCNJ10, KLC2, KIF1A, MT-ND1

rI‘abla 8. Fenotipos enriquecidos en las proteinas sobreexpresadas en SDS|

4.1.3 SHOTGUN
4.1.3.1 Descripcion de proteinas diferencialmente expresadas.

De la mezcla de tejido perteneciente al CI, tanto de controles como de GASH/Sal, se
identificaron 1838 péptidos en los CI de los controles y 1779 en el del GASH/Sal, de los cuales
1755 eran comunes. Se compard la abundancia relativa de cada proteina en los dos grupos a
través de sus valores de IBAQ y LFQ obtenidos en el andlisis por MAXQUANT. Se estimaron
IBAQs para 1825 proteinas en el grupo control y 1744 en el GASH/Sal, de estas 1708
presentaban valores de IBAQ en ambos grupos, habiendo 117 y 36 valores exclusivos para los
grupos CONTROL y GASH/Sal respectivamente.

Para conocer las diferencias, se estimoé la relacidén entre los valores de cuantificacion IBAQ
de cada grupo, obteniéndose 352 grupos de proteinas cuyo valor de IBAQ era mayor del doble
en el grupo control. 167 valores de IBAQ estaban disminuidos a la mitad o menos en
GASH/Sal. Se evalué la cantidad relativa mediante SHOTGUN- LC-MS/MS dirigido usando
una lista de péptidos tnicos seleccionados mediante el software Skyline, teniendo en cuenta los
péptidos ya observados. La evaluacién de este andlisis se realizé usando el software Proteome
Discoverer 1.4 y el algoritmo SEQUEST.

En el anexo 2, se encuentra el listado de las proteinas identificadas con al menos dos
péptidos totales, mostrando las principales proteinas en el nicleo epileptégeno de los
GASH?/Sal en relacién a los hamsteres controles sirios. Los valores estdn ordenados de mayor a
menor segun: ratio IBAQ (control frente a GASH/Sal); en el caso en el que no existe valor de
IBAQ (ni de intensidad) en GASH/Sal se ha sustituido por “100”.

De las proteinas que se encuentran en mayor abundancia en los GASH/Sal
(sobreexpresadas), 4 no se corresponden con ninguna proteina conocida (5,63%) y entre las
que se encuentran en menor cantidad (infraexpresados), hay 14 (22,22%) que no encontramos
la equivalencia en las bases de datos analizadas. Indicaremos los datos més importantes, ya que
en el apartado 4.3, correlacionaremos todos los datos obtenidos en los diferentes métodos de

analisis.
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Analizando la distribucién de las proteinas encontradas, algunas proteinas se localizan

exclusivamente en los controles (tabla 9), mientras que otras, s6lo se detectan en

GASH/Sal (tabla 10).

el CI del

Proteinas exclusivas del Cl de controles

Gen Proteina
Glg1 Golgi apparatus protein 1 isoform X1
Anxab Annexin A6 isoform X1
Ndrg2 Protein ndrg2 isoform x2
Tuba8 Tubulin Alpha 8
Mbp Myelin basic protein S isoform X1
Ppplca Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit isoform X1
Mapre3 Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 isoform X1
Sept5 Septin-5 isoform X2
Rdx Radixin
Hebp1 Heme-binding protein 1
Ehd4 EH domain-containing protein 4
Rac3 Ras-related c3 botulinum toxin substrate 3 isoform x1;
Klc2 Kinesin light chain 2 isoform X1
Usp9x Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase faf-x isoform x2
Afg312 AFG3 Like Matrix AAA Peptidase Subunit 2
Rab6a RAB6A-GEF complex partner protein 2 isoform X3
Mvp Major vault protein isoform X1
Clasp1 CLIP-associating protein 1 isoform X1
Coasy Bifunctional coenzyme A synthase
LOC101826350 |Polyadenylate-binding protein; Binds the poly(A) tail of mRNA
Noval RNA-binding protein Nova-1-like
Nos1 Nitric oxide synthase; Produces nitric oxide (NO)
Cyfip1 Cytoplasmic fmrl-interacting protein
Dmtn Dematin isoform X1
Slc12a6 Solute carrier family 12 member 6 isoform X1
Rab11fip5 Rab11 family-interacting protein 5 isoform X1
Pgrmc2 Membrane-associated progesterone receptor component 2
Lin7a Protein lin-7 homolog
Tfrc Transferrin receptor protein 1
Rtndip1 reticulon-4-interacting protein 1, mitochondrial isoform X1
Mtor Serine/threonine-protein kinase mtor
Ttyh3 Protein tweety homolog; Probable chloride channel
Cpne5 Copine-5 isoform X2; Copine-5
Acsl3 long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3-like isoform X1
Lepl Plastin-2
Myo18a Unconventional myosin-XVllla isoform X1
Mapk8 Mitogen-activated protein kinase 8 isoform X3
Pbxip1 Pre-b-cell leukemia transcription factor-interacting protein 1 isoform x5
Plin3 Perilipin-3
Hmgcs1 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A synthase
Tbrg4 Protein TBRG4 isoform X1
Arl3 ADP-ribosylation factor-like protein 3
Guk1 Guanylate kinase isoform X1
Uba3 Regulatory subunit of the dimeric UBA3-NAE1 E1 enzyme
Srcini Src kinase signaling inhibitor 1 isoform x13; SRC kinase signaling inhibitor 1

Tabla 9. Proteinas identificadas exclusivamente en el coliculo inferior de hamsteres controles
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Proteinas exclusivas del Cl de GASH/Sal

Gen Proteina
Pgk2 Phosphoglycerate kinase 2
Myh9 Myosin-9
Klc4 Kinesin light chain 4
Gnatl Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1
Ppmlie Protein phosphatase 1E
Bnip2 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 2 isoform X1
Fam49a Protein FAM49A
Rnmt mRNA cap guanine-N7 methyltransferase
Cdkl8 Cyclin Dependent Kinase 18
Dars2
Fkbp2 Peptidylprolyl isomerase; Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2 isoform X1
Srr Serine racemase isoform X1
Aip AH receptor-interacting protein
Gmpr Gmp reductase
Atoxl Copper transport protein atox1 isoform x2
Slc4al0 Sodium-driven chloride bicarbonate exchanger isoform X1
Gng4 Aspartyl-TRNA Synthetase 2, Mitochondrial
Pcskin proSAAS
Dab2ip Disabled homolog 2-interacting protein isoform X1
Rab9%b Ras-related protein Rab-9B
Tmed2 Transmembrane emp24 domain-containing protein 2
Srp72 Signal recognition particle subunit srp72
Nudi21 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5
Snx27 Sorting nexin-27 isoform X1
Atadl ATPase family AAA domain-containing protein 1
Slc24a2 Sodium/potassium/calcium exchanger 2 isoform X3
Itm2c Integral Membrane Protein 2C
Sdhc Succinate dehydrogenase cytochrome b560 subunit, mitochondrial
Zerl Protein zer-1 homolog
Oxsrl Oxidative Stress Responsive Kinase 1
Cpne5 Copine-5 isoform X2; Copine-5
Acsl3 long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3-like isoform X1
Lepl Plastin-2
Myo18a Unconventional myosin-XVllla isoform X1
Mapk8 Mitogen-activated protein kinase 8 isoform X3
Pbxip1 Pre-b-cell leukemia transcription factor-interacting protein 1 isoform x5
Plin3 Perilipin-3
Hmgcs1 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A synthase
Tbrg4 Protein TBRG4 isoform X1
Arl3 ADP-ribosylation factor-like protein 3
Guk1 Guanylate kinase isoform X1
Uba3 Regulatory subunit of the dimeric UBA3-NAE1 E1 enzyme
Srcinl Src kinase signaling inhibitor 1 isoform x13

Tabla 10. Proteinas identificadas exclusivamente en el coliculo inferior de hamsteres GASH/Sal
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Del resto de las proteinas identificadas, destacan las proteinas mitocondriales (tabla 11) y

proteinas del citoesqueleto (tabla 12).

Proteinas mitocondriales en el Cl del GASH/Sal

Gen
Dhtkdl
Gng4
Mlycd
Mut
ND2
ND5
Ndufb6
Ndufs4
Nin
Nnt
Pcca
Rtndipl
Sirt5

Proteina
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component DHKTD1, mitochondrial
Aspartyl-TRNA Synthetase 2, Mitochondrial
malonyl-CoA decarboxylase, mitochondrial
methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 2
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 5
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 6 isoform X1
Nadh dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4, mitochondrial isoform x1
Neurolysin, mitochondrial
NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial
propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
reticulon-4-interacting protein 1, mitochondrial isoform X1
Nad-dependent protein deacylase sirtuin-5, mitochondrial

expresion

down
up

down
down
up

down
up

down
down
down
down
down

up

Tabla 11. Algunas proteinas mitocondriales diferencialmente expresadas en el coliculo inferior de animales
GASH/Sal en relacién con los controles.

Proteinas citoesqueléticas en el Cl del GASH/Sal

Gen
Actrl0
Ank3
Ckap5
Klc4
Klc4
Map4
Mapre3
Myhl0
Myh9
Myh9
Myo18a
Nefh
Sptb
Thce
Tubb6

Proteina
Actin Related Protein 10
ankyrin-3 isoform X26
Cytoskeleton-associated protein 5
Kinesin light chain 4
Kinesin light chain 4
Microtubule-associated protein 4
Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 isoform X1
Myosin-10
Myosin-9
Myosin-9
Unconventional myosin-XVIIIa isoform X1
Neurofilament heavy polypeptide
Spectrin Beta
Tubulin-specific chaperone E isoform X1
Tubulin Beta 6 Class V

expresion
down
up
up
up
up
down
up
up
up
up
up
up
down
down
down

Tabla 12. Proteinas del citoesqueleto diferencialmente expresadas en el coliculo inferior de hamsteres
GASH/Sal en relacién con los controles
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Figura 12. Interaccion entre las proteinas diferencialmente expresadas determimadas por la técnica Shotgun.
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4.1.3.2 Analisis de enriquecimiento funcional

Proteinas sobreexpresadas

En los resultados del andlisis de enriquecimiento funcional realizado para las proteinas

sobreexpresadas en SHOTGUN, podemos destacar dos términos generales correspondientes a la

categoria “funcion molecular”; oxidorreduccion y unién a nucledsidos.

Hay un conjunto de proteinas sobreexpresadas (genes NDUFAS5, NDUFA4, NDUFB6 y MT-

ND2) que forman parte del complejo I (NADH deshidrogenasa) de la cadena respiratoria

mitocondrial, y por tanto estardn asociadas a los procesos de oxidorreduccion.

En segundo lugar, destaca un término general “unién a nucledsidos” que cuenta con numerosos

términos secundarios (unién a ATP, unién a GDP, unién a nucledtidos de purina etc...). Entre estos

términos, el que mayor significacion presenta es “unién a nucledsido fosforilado”, siendo los genes

correspondientes a las proteinas sobreexpresadas los siguientes:

-SIRTS5, UBE2D1, ATP8AI, OLAI, GRHPR, IDE, MYHI10, HDGF, RAB4A, NME3, CDK14,
PRKARIB, NT5C, RABS8A, DYNCILII, PIP4K2C, SEPTINY, FARSA, MYOID, TARS3, PI4KA,
UPFI, CSK, ADNJA3, EHDI, PGK2, MYH9, GNATI, CDKI8, DARS2, SRR, RAB9B, ATADI,

ITM2C y OXSRI

Término principal: unién a nucleésidos
Término secundario mas significativo:

1 Unién a nucleésido
fosforilado

Genes correspondientes a las
proteinas sobreexpresadas en el
término mas significativo (SIRT5,
UBE2D1, ATP8A1, OLA1, GRHPR,
IDE, MYH10, HDGF, RAB4A, NME3,
CDK14, PRKAR1B, NT5C, RAB8A,
DYNC1LI1, PIP4K2C, SEPTINS,
FARSA, MYO1D, TARS3, PI4KA,
UPF1, CSK, DNAJA3, EHD1, PGK2,
MYH9, GNAT1, CDK18, DARS2, SRR,
RAB9B, ATAD1, ITM2C y OXSR1)

nucleoside phosphate binding

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity

f

serine
racemase
activity

enzyme
binding

catalytic
activity

protein-containing
complex binding

. cadherin
binding

protein kinase

Acatayic |Protein
ligase subunit S
activity, binding binding
carbon-nitrogen forming -
lyase d6tivity | carbon-oygen  protein Nooanie microtubule
sones domain  exchanger PU® "¢

specific | _activity

Pl
polymerase
o nickel
identical _binding cation
X binding
Seihve | Protein oot iiaes glutamate | S100

carbohydrate

proline-rich
receptor | protein| = region
binding  pinding = ""9in9

activity

binding  binding

Término principal : oxidorreduccion

Término secundario mas significativo:

1 Actividad NADH
deshidrogrenasa
(ubiquinona)

Genes correspondientes a las
proteinas sobreexpresadas en el

término mas significativo (NDUFAS5,

NDUFA4, NDUFB6 y MT-ND2)

|Tabla 13. Términos GO (categoria BP) correspondientes a los genes/proteinas sobreexpresadas en SHOTGUNI
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Bases de datos Términos Genes/Proteinas

Regulacion del MYHI10, GSN, CRK, BRK1, MYLI12A,
KEGG citoesqueleto de PIP4K2C, BAIAP2, PPP1CB y MYH9
actina
Esclerosis lateral COX7A2, NDUFAS, PSMDS8, NDUFA4,
KEGG amiotrofica NDUFB6, PSMB4, RABSA, NEFM, PSMB7,

KLC4 y MT-ND2

KEGG Parkinson COX7A2, NDUFAS, PSMDS8, NDUFAA4,
NDUFB6, PSMB4, PSMB7, KLC4 y MT-ND2

WASF3, UBE2D1, ATP8A1, APEH, GSN,
CST3, COTLI1, DNAJCS, PSMDS, FGB, CRK,
REACTOME Respuesta inmune PSMB4, BRK1, DYNCILII1, NIT2, S100B,
mnata COPBI1, SERPINAL, PSMB7, BAIAP2,
RASGRP2, S100A1, MYH9, ATOX1 y RAB9B

Senalizacion
REACTOME mediada por FGB, CRK, RASGRP2 y CSK
integrinas

Tablal4. Rutas més significativas sobreexpresadas en SHOTGUN|

Proteinas infraexpresadas

Entre las proteinas infraexpresadas en la técnica SHOTGUN podemos destacar 3 términos
principales correspondientes a la categoria “funcién molecular”, dichos términos son: “actividad
catalitica”, “unién a nucledsidos” y “moléculas de adhesion celular”. Cabe destacar que dentro del
grupo “actividad catalitica” se encuentra el término secundario “actividad de oxidorreduccion”,
cuyas proteinas infraexpresadas se corresponden a los siguientes genes:

* RTN4IPI, BLVRA, DECRI, CYP46Al, PRDX4, TECR, ACAAI, CRYZ, ACOXI, ETFDH,
HSDLI, DHTKDI, ACADSB, PCYOXIL, DCXR, MT-ND5, NDUFS4, CBR4, PCYOXI, TMX3,
NDUFC2, BDHI, HMOX2, HSD17B8, TXNLI, HSDI11B1, DHRS4, CYB5RI y TMX2

Dentro de esta lista, los genes que codifican componentes del complejo I (NADH
deshidrogenasa) son:

* MT-ND5, NDUFS4, NDUFC2

En la tabla 15, se reflejan los términos principales y secundarios mds significativos
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Término principal: moléculas de adhesién
celular

Término ecundario mas significativo:
1. Unién a cadherinas

Genes correspondientes a las proteinas
infraexpresadas en el término mas
significativo (PPP1CA, RDX, EHD4, KLC2,
PLIN3, EPS15, LYPLA2, CLIC1, MACF1, JUP,
EIF3E, PAICS, VCL, CTNNA1, CTNNA2,
PACSIN2, BSG, EZR, STXBP6, ARHGAP1 y
ADNJB1)

| binding | cell adhesion
. o . L protein binding =
Término principal : actividad catalitica molecule bmdmg

Término secundario mas significativo: . .
catalytic activity
1. Actividad ligasa Genes

SNARE S

— ribonucleotide
correspondientes a las - binding binding
proteinas infraexpresadas en el enzyme Lidigd
término mas significativo (ACSL3,

UBA3, ACSLL, LARS1, FARSB, PAICS, anion | N e verseiio
CARS1, PFAS, MCCC1, ACSM5, PCCA, binding | receptor RLine
HARS1 y ADSS1) activity  binding

nucleoside phosphate binding phospholipid = small
binding molecule
binding

binding

quinone
binding

Término principal : unién a nucleésidos
Término ecundario mas significativo:
1. Unién a nucledsido fosforilado

Genes correspondientes a las proteinas infraexpresadas en el
término mas significativo (ANXA6, TUBAS, EHD4, RAC3, RAB6A,
COASY, MTOR, ACSL3, MYO18A, MAPK8, ARL3, GUK1, UBA3,
ACSL1, BLVRA, KIF1A, DECR1, RRAGD, GALK1, KCNJ10, AGAP3,
ADNH11, CRYZ, BRSK2, ACOX1, ATP2B3, CHORDC1, LARS1,
SYN3, ETFDH, SAR1A, FARSB, TUBB6, VPS4B, ACADSB, PAICS,
RAB22A, UBE20, GFM1, NUDT2, CARS1, PFAS, CBR4, MCCC1,
CAMK1, FN3KRP, PRKAR1A, BCS1L, HSD17B8, EIF4A1l, ACSMS5,
PCCA, HSD11B1, CYB5R1, HARS1, RHEB, ADSS1, GK, ILK, PAK1,
RAB12, GRK2 y CMPK2)

|Tabla 15. Términos GO (categoria BP) correspondientes a los genes/proteinas infraexpresadas en SHOTGUNI

En la tabla 16, se reflejan las rutas y los fenotipos mds significativos asociados a las proteinas
infraexpresadas



Bases de datos

KEGG

KEGG

KEGG

KEGG

REACTOME

REACTOME

REACTOME

HP

Términos

Metabolismo de los
acidos grasos

Ruta de sefializacion
PPAR

Enfermedad de
Huntington

Sefializacion
retrograda en el
sistema
endocannabinoide

Interaccion LICAM

Activacion de
receptores AMPA

Activacion de
receptores NMDA y
eventos post-
sinapticos

Funcién anormal del
centro motor

Genes/Proteinas

ACSL3, ACSL1, TECR, ACAA1, ACOXI1,
ACADSB, CBR4 y HSD17B8

ACSL3, HMGCSI1, ACSL1, ACAAL, ACOX1,
FABP3, GK y ILK

TUBAS, KLC2, MTOR, MAPKS, GRIA4,
GRIA3, KCNJ10, HTT, DNAH11, GRIA2,
DCTN4, TUBB6, MT-ND5, NDUFS4, PSMD1
y NDUFC2

MAPKS, GRIA4, GRIA3, MGLL, GRIA2, MT-
NDS5, GABRG2, NDUFS4, SLC17A6y
NDUFC2

TUBAS8, RDX, LYPLA2, SPTBN4,
CNTN2, TUBB6, CHLI, SPTB, EZR, ALCAM
y PAK1

GRIA4, GRIA3 y GRIA2

TUBAS, LIN7A, GRIA4, GRIA3, GRIA2,
TUBB6, GIT1, CAMK1 y PRKARTA

KLC2, USP9X, COASY, SLC12A6, RTN4IP1,
MTOR, ARL3, VPS51, KIF1A, GALKI,
GRIA4, GRIA3, MYPN, KCNJ10, HTRA2,
TECR, ADPRS, HTT, DMXL2, MACF1,
BRSK2, GRIA2, ACOX1, ATP2B3, GBEI,
SLC6AS, ERLIN2, PRRT2, PRUNEI, ATCAY,
ASL, VPS53, HEXB, CTNNA2, GFMI,
MMUT, CARS1, SPTB, AMPD2, MT-ND5,
GABRG2, NDUFS4, PSPH, PPP2R5D, EZR,
MCCC1, SLC12A2, ROGDI, NDUFC2,
PRKRA, BCSIL, AHI1, TFG, PCCA, HARSI,
GFAP, ADSS1, DDC, TMX2 y PAK

[Tabla 16. Rutas mds significativas infraexpresadas en SHOTGUN|
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4.14iTRAQ-8
4.1.4.1 Descripcion de proteinas diferencialmente expresadas

Mediante la técnica iTRAQ 8, se identificaron un total de 1435 proteinas bien caracterizadas en
el CI de hamsteres controles y GASH/Sal. Para discernir las mas importantes y que mayor
relevancia pudieran presentar, se llevd a cabo un primer filtrado de proteinas teniendo en cuenta la
variable “p-valor” aplicada a la expresion diferencial entre los grupos experimentales, aceptando en
un primer momento, aquellas proteinas con un valor de p < 0,05. Para ello, se realizo el volcano
plot, para poder ayudar a distinguir de forma grafica esta separacion, donde los resultados obtenidos
se observan en la Figura 13. El analisis iTRAQ-8 se llevo a cabo en el Laboratorio de Protedmica

del Centro Nacional de Biotecnologia CSIC de Madrid.
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Figura 13. Volcano plot de las proteinas “sobreexpresadas” e “infraexpresadas” en el coliculo inferior del
GASH/Sal. El eje X muestra la variable “FC”, representada en funcion logaritmica en base 2. El Eje Y muestra la
variable “p-valor”, representada en funcion — logaritmica en base 10. (Elaborado con “GraphPad Prism 87). Las
barras verticales apoyadas sobre el eje de las x, representan el filtrado realizado (Log, FC = 0,321), en valores
positivos y negativos).

A partir del valor del eje Y, se separan los genes que presentan un p-valor > 0,05 (hacia abajo,
color negro) y los que presentan un p-valor <0,05 (hacia arriba, colores negro, rojo y azul). Los
valores a la izquierda del “0” en el eje X muestran los genes infraexpresados (color azul, los que
presentan p-valor < 0,05 y un Log, FC < 0,321); y los valores a la derecha del “0” muestran los
genes sobreexpresados (color rojo, los que presentan un p-valor < 0,05 y un Log, FC > 0,321).

Para llevar a cabo esta delimitacion, se siguio el protocolo establecido por Qin et al., 2017, en el
que se indicaba que se aceptaban las proteinas sobreexpresadas con un Log, FC por encima de

0,321; y las proteinas infraexpresadas con un Log, F'C menor de -0,321, delimitandose un toral de
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45 proteinas que se ajustan a estos parametros (Tabla 17), que se adhieren al protocolo delimitado

por las variables p-valor y Log, FC.

Genes  Proteinas Expresion
Abhdl2 Abhydrolase Domain Containing 12, Lysophospholipase up
Atplal Sodium/Potassium-Transporting ATPase Subunit Alpha-1 down
Atpda ATPase H+/K+ Transporting Subunit Alpha down
AtxnlO Ataxin 10 up
Cal4 Carbonic Anhydrase 14 up
Caskinl Caskin-1 up
Clic4 Chloride Intracellular Channel Protein 4 down
Clybl Citrate Lyase Subunit Beta-Like Protein, Mitochondrial down
Ddahl Dimethylarginine Dimethylaminohydrolase 1 up
Digl Disks Large Homolog 1 up
Eci2 Enoyl-CoA Delta Isomerase 2 up
Epsl5ll Epidermal Growth Factor Receptor Substrate 15-Like 1 up
Farsa Phenylalanine--TRNA Ligase Alpha Subunit up
Gaa Lysosomal Alpha-Glucosidase up
Gapdh glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like down
Geat 2-Amino-3-Ketobutyrate Coenzyme A Ligase, Mitochondrial up
HI-2 histone H1.2 down
HIl-4 histone H1.4 down
Hint2 Histidine Triad Nucleotide-Binding Protein 2, Mitochondrial up
Hspg?2 Basement Membrane-Specific Heparan Sulfate Proteoglycan Core Protein up
Isoc2a Isochorismatase domain-containing protein 2A down
Kiaal46s RABI11 Binding And LisH Domain, Coiled-Coil And HEAT Repeat Containing up
Lamb2 Laminin Subunit Beta-2 up
Lyrm4 LYR Motif-Containing Protein 4 up
Mat2a S-Adenosylmethionine Synthase Isoform Type-2 up
Mobp Myelin-Associated Oligodendrocyte Basic Protein down
Mpst Mercaptopyruvate Sulfurtransferase up
Mifrll Mitochondrial Fission Regulator 1-Like down
Ngb Neuroglobin up
Pfkl ATP-Dependent 6-Phosphofructokinase, Liver Type up
Pgm2l1 Glucose 1,6-Bisphosphate Synthase down
Ppmlb Protein Phosphatase 1B down
Prkesh Glucosidase 2 Subunit Beta up
Psmb3 Proteasome 20S Subunit Beta 3 up
Ptgr2 prostaglandin-E(2) 9-reductase-like isoform X1 up
Rps29 40S ribosomal protein S29 up
Ruvbl] RuvB Like AAA ATPase 1 up
Sirpa Tyrosine-Protein Phosphatase Non-Receptor Type Substrate 1 down
Sle27a4 Long-Chain Fatty Acid Transport Protein 4 down
Stoml2 Stomatin-Like Protein 2, Mitochondrial up
Subl Activated RNA Polymerase II Transcriptional Coactivator P15 up
THIS Tubulin Polyglutamylase TTLL5 up
Ubgqln2 Ubiquilin-2 down
Vamp3 Vesicle-Associated Membrane Protein 3 up
Vars Valine-TRNA Ligase up

Tabla 17. Listado de proteinas diferencialmente expresadas identificadas por el método iTRAQ 8, delimitado
por las variables p-valor y Log , FC.-MS.
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Figura 14. Interaccion entre las proteinas diferencialmente expresadas determinadas por la técnica iTRAQ 8.
A- Sobreexpresadas. B-Infraexpresadas en relacion con los controles. Las lineas representan interacciones entre
ellas. Esquema obtenido de la pagina web http://string-db.org/

4.1.4.2 Analisis de enriquecimiento funcional

Proteinas sobreexpresadas

En relacion con los procesos GO correspondientes a la categoria “funcién molecular (MF)”,
encontramos proteinas codificadas por los genes NDUFA4, NDUFAS5 y NDUFS8 que estin
implicados en procesos de oxidorreduccion. Por otra parte, existen genes asociados con la unién y
edicién del tRNA (VARSI, AARSI y FARSA), que intervienen en el proceso de traduccion del
mRNA a proteina (Tabla 17).

Mirando en la base de datos WikiPathways en relacién a estos genes, hay dos términos
relacionados con rutas bioldgicas que han resultado ser significativos

1. Diferenciacién de células gliales. Las proteinas sobreexpresadas se relacionan con los genes
MBP y MSN

2. Trans-sulfuracién. Las proteinas sobreexpresadas se relacionan con los genes MPST y

AHCY.
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Término principal: edicién del tRNA
Término secundario mas significativo:

1. Actividad de edicién del aminoacil-tRNA

Genes correspondientes a las proteinas
sobreexpresadas en el término mas significativo

(VARS1, AARS1 y FARSA)

Término principal: oxidorreduccién

Término secundario mas significativo: . .. kinase Ry
¢ catalytic activity 5 P en oy

nd ing editing activity
2. Actividad NADH deshidrogenasa

(ubiquinona) NADH dehydrogenase

(ubiquinone) activity .
[e]1]

Genes correspondientes a las proteinas metalloaminopeptidase | @lpha-catenin e

0 T dehydratase channel
sobreexpresadas en el término més significativo - binding activity . ..
binding

(NDUFA4, NDUFAS y NDUFS8)

small tRNA | ayene

C-acetyltransferase

molecule binding =

aminoacyl-tRNA  structural binding

ligase activity molecule activity céll adhesion S—
molecule binding

binding

Tabla 18. Términos GO (categoria MF) correspondientes a los genes/proteinas sobreaexpresadas en ITRAQ. El
término mas significativo de cada bloque se destaca en color blanco

Proteinas infraexpresadas

Destacan las ligadas al transporte activo de sodio y potasio gracias a la hidrélisis de ATP. Estas
proteinas estdn codificadas por los ATPIAI, ATPIBI y ATP4A.

Por otra parte, existe otro término muy significativo relacionado con la regulacién de la
expresion génica (a nivel de nucleosomas). Los genes/proteinas infraexpresados que pertenecen a
este grupo son: HI-2, H3-3B y HI-4. En concreto, estas proteinas estdn involucradas en la
regulacion negativa del silenciamiento génico.

Algunas de las rutas mds significativas que se encuentran infraexpresadas en ITRAQ, asi como

los genes (proteinas) que participan en las mismas se pueden ver en la tabla 20:
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Término principal: unién a cromatina
Término secundario mas significativo:

1. Unién al DNA nucleosémico (nucleosomal DNA
binding)

Genes correspondientes a las proteinas infraexpresadas en el
término mas significativo (H1-2, H3-3B y H1-4)

l

nucleosomal palmitoyl-CoA

Término principal: actividad de
transportador de membrana

Términos secundarios mas significativos: DNA binding ligase activity
1. Actividad de transportador de sodio
tipo P (P-type sodium transporter
activity) = | .
P-type sodium transporter activity potassium
1. Actividad de transportador: ion binding

intercambiador de sodio-potasio tipo
P (P-type sodium:potassium-
exchanging transporter activity)

AMP

2',3'-cyclic-nucleotide blndlng
3'-phosphodiesterase ATPase
Genes correspondientes a las proteinas Ry o
f o a binding
infraexpresadas en los términos mas steroid
significativos (ATP1A1, ATP1B1 y ATP4A) hormone
protein-containing [hinding
ADP binding complex binding | | St

constituent of
myelin sheath

|Tabla 19. Términos GO (categoria MP) correspondientes a los genes/proteinas infraexpresadas en ITRA(j

Base de datos™ Término“ | Genes~
| i m
KEGGH Ruta de sefializacion cGMP-PKG=| ATP1A1, ATP1B1, PPP3CA y GNAI2=
il il il
KEGG= Secrecion-de insulina™ SNAP25, ATP1A1y ATP1B1=
il il il
REACTOME-®= | Transporte deionespor ATPasas- ATP1A1, ATP1B1y ATP4Ac
tipo P(comentada-anteriormente)-
+
il il il
REACTOME= Apoptosis-inducida por- H1-2yH1-4=
fragmentacion -del DNA~
Il f Il
il Diferenciacion de células gliales: | CNP (terceraproteina mas-abundante-
WikiPathways~ | (algunos-genes/proteinas de esta- de la‘mielina-del Sistema Nervioso-
ruta se encuentran sobreexpresados- Central) 'y PLP12
en' ITRAQ como vimos-
anteriormente)-
Il ul
il Especificacion y diferenciacionde- [
WikiPathways~ | oligodendrocitos (generacion de- CNPyPLP1o
componentes-de la‘mielinapara el
Sistema Nervioso-Central )=
)|

rI‘abla 20. Fenotipos enriquecidos y rutas mas significativas de las proteinas sobreexpresadas en iTRAQ8|




4.2 Diferencias proteicas del CI entre el hamster control y el GASH/Sal en

condiciones basales y tras las crisis convulsivas. DIGE

Se planted realizar el analisis diferencial de las proteinas mediante DIGE, ya que esta técnica
combina el poder resolutivo de la electroforesis bidimensional con la sensibilidad de marcajes
fluorescentes y un andlisis de imagen con software especifico. Los analisis se realizaron en el
instituto de biotecnologia (INBIOTEC) de Ledn.

En la figura 15, se muestras las combinaciones de marcaje realizando dye-swap
(intercambio de marcaje) y dos ejemplos de geles fluorescentes resultantes del andlisis de
DIGE.

Para el andlisis de DIGE se establecieron como limites de corte: i) p-value <0.05; ii) ratio de
cambio (induccidn o represion) <-1.5 6 >1.5 y iii) presencia en el 70% de las imédgenes (15/18).
Como combinaciones de anélisis se utilizaron: i) GN / GE (2 proteinas diferencialmente
expresadas); ii) CN / CE (2 proteinas diferencialmente expresadas); iii) CN / GN (32 proteinas
diferencialmente expresadas); iv) CE / GE (16 proteinas diferencialmente expresadas). De
todas las proteinas diferencialmente expresadas se eliminaron del recuento las duplicadas por
lo que quedaron 39 proteinas de interés. Sobre éstas, se determiné aquellas que fuesen factible

escindirlas del gel, lo que dej6é un nimero final de 24 proteinas a identificar (Tabla 21).

Gel Cy3
01 1GE
02 4GN
03 3GE
04 6GN
05 11CN
06 9CE

Figura 15. Combinaciones de las réplicas bioldgicas de las diferentes condiciones utilizadas para el marcaje
DIGE con los fluoréforos Cy3 o Cy5. Se muestran como ejemplo los geles 3 y 4.
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El anélisis de componentes principales (Fig. 16) no refleja unas diferencias drésticas entre
las condiciones analizadas, lo que coincide con el nimero total de proteinas seleccionadas para
identificar como diferencialmente expresadas. Aunque si parece verse una division entre las
proteinas procedentes de los animales control (C)y los animales GASH (G) (izquierda-derecha

de la imagen del andlisis de componentes).
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Figura 16. Anadlisis de componentes principales de los resultados del DIGE.

Identificacion de proteinas diferencialmente expresadas

Aquellas proteinas detectadas en los andlisis DIGE como diferencialmente expresadas se
extrajeron del gel para su digestion. En el proceso de extraccion, varias de las seleccionadas
fueron imposibles de extraer debido a su tenue presencia en los geles DIGE. Es por ello, que de
las 24 proteinas candidatas para digerir tinicamente se pudieron obtener 21.

La digestion para obtener la huella peptidica se llevo a cabo segun lo descrito por Havlis y
colaboradores (2003) mediante el uso de tripsina. Los productos de digestiéon se analizaron
mediante un espectrometro de masas tipo MALDI TOF/TOF y los espectros obtenidos se
utilizaron para identificar las proteinas mediante el motor de busqueda MASCOT. Como base
de datos se utiliz6 NCBInr frente a todas sus entradas (139213787 sequences; 51013024959
residues). Unicamente en aquellas bisquedas que no aparecia hdmster (Mesocricetus auratus)

entre las primeras 50 proteinas, se filtré la taxonomia por Rodentia.
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Figura 17. Identificacién de la mancha proteica 1247. A- espectro de fragmentacion del péptido de masa
1198.7040. B- Huella peptidica de la proteina 1247. C- Histograma de probabilidades de identificacion proteica. El
histograma representa la cantidad de proteina segiin el algoritmo Mascot. En ordenadas, se representa el -10*Log
(P), donde P es la probabilidad de que se observe una coincidencia de la muestra con las proteinas de la base de
datos. Los valores proteicos mayores de 94 son significativos (p<0.05). En ordenadas, el niimero de coincidencias
(del inglés, number of hits).
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Asi, se lograron identificar 9 proteinas que corresponden a 6 proteinas diferentes, ya que

también hay isoformas diferencialmente expresadas de la misma proteina (Tabla 21).

p-value <0.05, ratio<-1.5/>1.5

) PM estimado
P.l. estimado
(Da)
4,68 224892
5,44 224892
522 119582
5,04 110568
71 80668
7,53 76731
6,68 64936
7,19 64175
6,09 58410
4,64 46131
6,17 44497
5,39 43563
544 43436
5,35 43499
4,95 34379
44 32598
419 31485
5,07 31327
527 29036
7,78 27627
5,01 25383
5,52 24807
5,35 24228
7 22730
4,95 22388
4,69 22142
531 21809
513 21689
4,98 21600
484 21630
5,05 20851
581 19353
5,81 18630
517 18158
5,16 17264
5,07 17045
478 16903
454 16091
4,09 15912
571

proteina
56
62
270
292
526
622

2301
2351
2359
2369
2436
2449

2582

GN/GE CN/CE CN/GN CE/GE
-1,58 1,79
1,54
2,1
1,67
-1,63
-1,85
-1,76
-1,52
-1,61
-1,52
-1,62
-1,67
-1,65
-1,56
-1,63
1,51
2,04
1,81
1,62
1,83
-1,53
19 1,61
1,59 1,99
17
2,27 1,95
1,7
1,54 -8,06
9,62 4,05
3,67 5,28
44 2,55
2,19 1,67
1,69
1,64
2,28
1,52 1,92
1,71
1,63
1,55
1,6 1,73
1,68

N/A
pyruvate kinase PKM [Mesocricetus auratus]
N/A
N/A
N/A
Actin, cytoplasmic 1 (RODENTIA)
Actin, cytoplasmic 1 (RODENTIA)
Actin, cytoplasmic 1 (RODENTIA)

ATP synthase beta subunit [Mesocricetus auratus]
N/A
N/A
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial [Mesocricetus auratus]
N/A
N/A
peroxiredoxin-2 [Mesocricetus auratus]
peroxiredoxin-2 [Mesocricetus auratus]
N/A

Tabla 21. Tabla resumen de las proteinas expresadas diferencialmente identificadas mediante MASCOT. Se

indica posicion seguin geles DIGE, puntuacién de MASCOT (score), identificacion, Punto isoeléctrico (P.I.) y

peso molecular (PM).

4.3  Analisis protedmico comparativo

4.3.1 Ortélogos encontrados en la especie Homo sapiens

1. ITRAQ

- Existen 54 genes humanos que tienen ortélogos en los 65 genes relacionados con las

proteinas sobreexpresadas en el modelo GASH/Sal respecto del control

- Existen 16 genes humanos que tienen ort6logos en los 23 genes relacionados con las

proteinas infraexpresadas en el modelo GASH/Sal respecto del control.
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2. SDS-PAGE-MS

- Existen 48 genes humanos que tienen ortélogos en los 58 genes relacionados con las
proteinas sobreexpresadas en el modelo GASH/Sal respecto del control

- Existen 62 genes humanos que tienen ortélogos en los 67 genes relacionados con las
proteinas infraxpresadas en el modelo GASH/Sal respecto del control

3. SHOTGUN

- Existen 132 genes humanos que tienen ortélogos en los 163 genes relacionados con las
proteinas sobreexpresadas en el modelo GASH/Sal respecto del control

- Existen 312 genes humanos que tienen ortélogos en los 352 genes relacionados con las

proteinas infraexpresadas en el modelo GASH/Sal respecto del control
4.3.2 Proteinas comunes

Se identificaron los PDEs (proteinas diferencialmente expresadas) que son comunes en los
distintos métodos de deteccion y cuantificacion de proteinas. Los resultados de presentan en dos

tablas comparativas, una con los genes/proteinas sobreexpresados y otra con los infraexpresados.

PROTEINAS/GENES (%) de coincidencia
SOBREEXPRESADOS

Comunes en ITRAQ y SDS H4C12 1/48=2.08%

NDUFA4
NDUFAS 4/54=7.4%
Comunes en ITRAQ y SHOT GUN H4C12
FARSA

ATPSAl
CA3
ACOTI3
CRK
COX7A2
LY6H

H2BC18
H4Cl12
NEFM
FXR2

Comunes en SDS y SHOT GUN ASTN1 28/48=58.33%

TRAPPC6B

GMPR
UBXN6
SLC4A10
MT-ND2
PCSKIN
ATOX1
ATADI
S100B
ATP
S100A1
CSK
ARLI17A
TMED2

COMUNES EN LOS TRES METODOS H4C12 -

[Tabla 22. Proteinas diferencialmente sobreexpresadas comunes en los diferentes métodos de anlisis |
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PROTEINAS/GENES (%) de coincidencia
INFRAEXPRESADOS

Comunes en ITRAQ y SDS No se encuentran 0%
coincidencias

Comunes en ITRAQ y SHOT GUN PGM2L1 1/16=6.25%

EZR
PTP4A1
SMCRS
CMPK2
CPNES
LCP1
MYOI8A
SLC12A6
LIN7A
VGF
KCNIJ10
HEBP1
HTT
VPS4B
UBE4B
ATP2B3
GOLGA7
RGS6
KLC2
GOLPH3
SYT7
SACMI1L
Comunes en SDS y SHOT GUN SLC6AS 49/62%=19.03%
TOM1
MACF1
PHPTI
DCXR
BLVRA
RTN3
KIF1A
STX4
CARS1
PFAS
CBR4
SRSF5
TFRC
GALK1
SARIA
CKAP4
JUP
TTYH3
SV2B
SYN3
NLN
EPS15
ERLIN2

RABI12
TTC7B
GRK2

COMUNES EN LOS TRES METODOS No se encuentran 0%
coincidencias

Tabla 23. Proteinas diferencialmente infraexpresadas comunes en los diferentes métodos de andlisis. El

nimero del denominador del apartado “(%) de coincidencia” se corresponde al método de deteccidén que presenta
menos PDEs
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4.3.3 Anadlisis comparativo de los tres métodos

eGenes/Proteinas sobreexpresados

La tunica coincidencia destacable en las proteinas sobrexpresadas se produce entre los
métodos ITRAQ y SHOTGUN. Ambos comparten términos relacionados con el complejo I de
la cadena respiratoria mitocondrial. Entre estos términos similares se encuentran “actividad
NADH deshidrogenasa (ubiquinona)”, “actividlad NADH deshidrogenasa (quionona)”,
“complejo NADH deshidrogenasa”, “respirasoma mitocondrial” etc... Recordemos que las
proteinas sobreexpresadas en ITRAQ se corresponden con los genes NDUFA4, NDUFAS y
NDUFSS y que las proteinas sobreexpresadas en SHOTGUN se corresponden con los genes

NDUFA4, NDUFAS5, NDUFB6 y MT-ND?2.

*Genes/Proteinas infraexpresados

I-Comparativa entre ITRAQ v SHOTGUN

En la comparativa entre estos dos métodos podemos destacar dos términos comunes.

El primero se corresponde con la categoria GO “funcién molecular”, siendo dicho término
“unién a nucledsido fosforilado”. Las proteinas infraexprexadas en ITRAQ se corresponden
con los genes CNP, SLC27A4, ATP1AIl, ATP4A, GNAI2 y HI-4, mientras que en SHOTGUN
el nimero de proteinas infraexpresadas es muy elevando. Los genes son los siguientes:

o ANXA6, TUBAS, EHD4, RAC3, RAB6A, COASY, MTOR, ACSL3, MYOI8A, MAPKS,
ARL3, GUKI, UBA3, ACSLI, BLVRA, KIFIA, DECRI, RRAGD, GALKI, KCNJ10, AGAP3,
ADNHI1, CRYZ, BRSK2, ACOXI, ATP2B3, CHORDCI1, LARSI, SYN3, ETFDH, SARIA,
FARSB, TUBB6, VPS4B, ACADSB, PAICS, RAB22A, UBE20, GFM1, NUDT2, CARSI, PFAS,
CBR4, MCCC1, CAMKI, FN3KRP, PRKARIA, BCSIL, HSD17BS8, EIF4Al, ACSM5, PCCA,
HSDI1BI1, CYB5RI, HARSI, RHEB, ADSS1, GK, ILK, PAKI, RABI2, GRK2 y CMPK?2

El segundo término (“diferenciacién de oligodendrocitos™) se corresponde con la categoria
GO “proceso biologico”. Las proteinas infraexpresadas en ITRAQ se relacionan con los genes
CNP y PLPI, mientras que en SHOTGUN los genes son: MTOR, KCNJ10, SRSF1, CNTN2,
PTPRZI, RHEB y CD9.

II-Comparativa entre SDS vy SHOTGUN

La similitud mdas destacable entre estos dos métodos se corresponde con el transporte de
vesiculas hacia, dentro y desde el 6rgano de Golgi. Las proteinas infraexpresadas en SDS se
corresponden con los genes COPB2, MYOI18A, HTT, GOLGA7, KLC2, PITPNB, GOLPH3,
SNX2, MACF1, STX4, SARIA, EPS15 y TXNDC5, mientras que en SHOTGUN los genes

son:
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o KLC2, RAB6A, ACSL3, MYOIS8A, ARL3, CLVS2, VPS51, EPS15, STX4, GOLPH3,
SPTBN4, HTT, MACF1, PPP6C, DCTN4, SCAMPI, SARIA, GOLGA7, COPA, VAMP3,
TMEDY, SEC22B, GGAI, SPTB, ANKFYI, STXBP6, TFG, PDCD6

III-Comparacion entre los tres métodos

En los tres métodos existen términos comunes relacionados con la sefializacién en la
sinapsis. Dichos términos se corresponden a la categoria GO “proceso biolégico” y son:

o Seializacién sindptica

o Seializacién anterégrada trans-sindptica

o Transmisién quimica de la sinapsis

o Seiializacion trans-sindptica

Como ejemplo veremos el término “sefializacion anterdgrada trans-sindptica”.

Las proteinas infraexpresadas en ITRAQ (genes: CNP, SNAP25, PPP3CA, GNAI2 y PLPI)
no presentan coincidencias con los otros dos métodos. Sin embargo, entre los métodos SDS y
SHOTGUN si que existen:

0 SLCI2A6, LIN7A, VGF,KCNJ10,SYT7,SLC6A5, STX4,SV2B y SYN3

o [SHOTGUN- MBP, RAC3, CYFIPI, SLCI2A6, LIN7A, MTOR, STX4, CYP46Al,
GRIA4, GRIA3, KCNJ10, NLGN1, SV2C, CNTN2, STXBP3, VGF, GRIA2, SYT7, CPLX2,
SLC6AS5, SYN3, PRRT2, PLCLI, GITI, SNCG, PACSIN2, GABRG2, TPBG, SLCI7AG6,
SLCI2A2, CAMKI, PRKARIA, SV2B, PTPRS y GFAP

4.4 Expresion génica en el coliculo inferior de las proteinas diferencialmente

expresadas.

Se escogieron algunas PDE de los diferentes métodos de andlisis para realizar un anélisis de
expresion de los genes que las codifican en los GASH/Sal frente a los controles.

En general, se ha observado que presentan mayor expresion relativa de mRNA en los controles
que en los GASH/Sal, los genes Ngb, Abhd12, TtlI5 y Atxnl0 (que codifican proteinas
sobreexpresadas) y los genes Pgm2I1 y Clic4 (que codifican las proteinas infraexpresadas). Por el
contrario, presentan mayor expresion relativa de mRNA en los GASH/Sal que, en los controles, los
genes Lamb2, Vamp3, Gtps1, Arf2, Pop1, Tmed2 y Cfl2 (que codifican proteinas sobreexpresadas) y

los genes Mtfrlly Slc27a4 Clic4 (que codifican las proteinas infraexpresadas).
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Figura 18. RT-qPCR de los genes que codifican las proteinas diferencialmente expresadas en el coliculo inferior de
controles y GASH/Sal en estado basal, en el recuadro verde se encuentran los sobreexpresados a partir del andlisis de
proteémica; y en el recuadro rojo se encuentran los infraexpresados a partir del andlisis de proteémica. Abreviaturas:
Abhdl2- Abhydrolase Domain Containing 12, Azxnl0- Ataxin 10; Lysophospholipase; Clic4-Chloride Intracellular
Channel Protein 4; Lamb3- Laminin Subunit Beta-2; Mitril- Mitochondrial Fission Regulator 1-Like, Ngb-
Neuroglobin; Pgm2L1- Glucose 1,6-Bisphosphate Synthase; Slc27a4-Long-Chain Fatty Acid Transport Protein 4;
Ttll5- Tubulin Polyglutamylase TTLLS5; Vamp3- Vesicle-Associated Membrane Protein 3. (Genes que codifican PDEs
visualizadas por el método ITRAQS). Arf2- ADP-Ribosylation Factor 2; CfI2- cofilin-2; Tmed- transmembrane emp24
domain-containing protein 2; Popl- ribonucleases P/MRP protein subunit POP1;(genes codificantes de PDEs
visualizadas por el método SDS-PAGE y/O SHOTGUN.- Popl y Tmed son exclusivas del GASH/Sal) GstpI- glutation
S-transferasa P 1,(gen codificante de la PDE visualizada por el método electroforesis 2D).
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5. DISCUSION
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En los tultimos afos, la protedmica ha ganado centralidad en los estudios Omicos para
aplicaciones basicas y traslacionales, especialmente con fines de diagnostico y para la medicina
dirigida y/o personalizada (Duarte y Spencer, 2016; Chandler et al., 2016). Los enfoques de
proteémica diferencial estan atrayendo una atencion particular debido a la posibilidad de comparar
los perfiles de expresion de proteinas en multiples condiciones biologicas, por ejemplo, tipo salvaje
vs mutante o vs tratado farmacoldgicamente, etc. (Cao et al., 2019; Langtfelder et al., 2016).

En esta tesis doctoral, se han desarrollado diferentes metodologias para llevar a cabo el analisis
cualitativo-cuantitativo del contenido de proteinas en muestras del nucleo epileptogeno del modelo
GASH/Sal y de hamsteres sirios controles, utilizando enfoques tanto de métodos de perfiles de
protedmica etiquetados como sin etiquetas, incluyendo ademas técnicas clasicas como electroforesis
bidimensional.

Los métodos basados en el etiquetado emplearon reactivos fluorescentes, como la electroforesis
en gel diferencial (DIGE) (Timms y Cramer, 2008; Caterino et al., 2015) o isotopicos, como la
técnica iTRAQ de etiqueta isobarica para la cuantificacion relativa y absoluta (Evans et al., 2012),
usada para etiquetar de manera diferente los dos 0o mas proteomas bajo investigacion, junto con
enfoques clasicos como la electroforesis bidimensional. Estas estrategias proporcionan mayores
niveles de reproducibilidad porque se basan en la separacion electroforética contemporanea y/o el
analisis de espectrometria de masas en tandem (MS/MS) de las muestras (Zhang y Elias, 2017).

El trabajo ha permitido evaluar los puntos fuertes y débiles de las técnicas empleadas
actualmente en este tipo de analisis protedmicos. Los resultados obtenidos mediante las distintas
técnicas experimentales en este estudio nos muestran que verdaderamente existe una diferencia
proteica relevante en el coliculo inferior del modelo GASH/Sal, lo que podria relacionarse con el

fenotipo epiléptico presente en estos animales.

5.1. Discusion metodologica

La electroforesis bidimensional puede considerarse como un criterio de pureza positivo debido a
su gran poder de resolucion, aceptindose que la aparicién de una sola mancha indica una muestra
homogénea. Se selecciond este método debido a su alta sensibilidad, posible cuantificacion,
posibilidad de compatibilizar con espectrometria de masas y a su baja toxicidad y precio.

Una gran limitacion que ha condicionado la obtencion de resultados fue la cantidad de muestra
disponible a analizar, ya que en las distintas etapas del proceso experimental (preparaciéon de la
muestra, electroforesis 2D, extraccién de las manchas proteicas seleccionadas...) se pierde gran

cantidad de muestra.
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La electroforesis bidimensional diferencial 2-D DIGE, proporciona una cuantificacién precisa y
un andlisis estadistico de los cambios en la expresion de proteinas, una alta sensibilidad, reduccién
de la variacion gel a gel y alta confianza por la facilidad de tincion entre geles (Marouga et al.,
2005). Ademads, se requieren pocos geles por experimento. Sin embargo, en nuestro caso, en el
proceso de resuspension final previo al marcaje se observd un precipitado cristalino insoluble y
viscoso. Esto se reflejo en una cantidad insuficiente de proteina para el marcaje tras la limpieza.
Aunque las muestras resultaron marcadas, fue esperable que una limpieza adicional repercutiera en
una disminucion de la cantidad de muestra y por consiguiente en los resultados.

SDS-PAGE es una técnica que permite separar las proteinas de acuerdo con su movilidad
electroforética y, posteriormente, realizar espectrometria de masas en tdndem, ofreciendo buenos
resultados, parecidos a los obtenidos con la técnica Shotgun. En este caso, la separacién no es por
geles, sino por cromatografia liquida de alto rendimiento, que combinada con espectrometria de
masas, da muy buenos resultados. Sin embargo, presenta la limitacién de utilizar inicialmente una
mezcla de muestras, no existiendo replicas bioldgicas, y por tanto no permitiendo realizar un
andlisis estadistico para estimar el valor de corte de los cambios significativos. Dado que en muchos
estudios para que un cambio sea significativo tiene que ser el doble o por encima de 2, este es el
valor de ratio que se indica como referencia de corte para el aumento de proteina en el grupo control
frente al GASH/Sal, y de 0.5 para la disminucién de proteina en el grupo control frente al
GASH/Sal. Los resultados comparativos no permiten hacer anélisis tipo Volcano plot, ya que no
tenemos el dato del logaritmo de la tasa de cambio (del inglés “fold change”, FC).

En general, los métodos de separacion y deteccion de proteinas (como son los empleados en esta
tesis doctoral) tienen una sensibilidad menor que la deteccion de RNA debido a la falta de métodos
de amplificacién, como ocurre en la técnica de PCR (del inglés “polymerase chain reaction”).
Actualmente, los métodos analiticos de proteinas permiten la deteccion de los cambios de
concentracion del 10% de todo el proteoma (alrededor de 2000-3000 proteinas de las 3000
diferentes en una célula) (Marouga y cols., 2005). De ahi que los estudios revelen un nimero

relativamente pequefio de proteinas alteradas.

5.2. Discusion de resultados

Las crisis convulsivas audi6genas que sufre el haimster GASH/Sal se inician de forma muy
rapidas ante la estimulacién con un ruido de alta intensidad (Muiioz et al., 2017), por lo que deben
existir diferencias moleculares de base en el niicleo epileptégeno subyacentes a la susceptibilidad y
generacion de las crisis. Los resultados del presente trabajo estdn en linea con dicha hipétesis. La
diferencia proteica obtenida en la linea GASH/Sal con respecto al control estd asociada con

distintos procesos celulares como se ha descrito en resultados. La literatura establece que la
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asociacion de proteinas con epilepsia estd principalmente relacionada con los hidratos de carbono,
el metabolismo energético, asi como con cambios en el citoesqueleto celular (Li et al., 2010;
Gyorffy et al., 2014; Bosque et al., 2019) y en los procesos metabdlicos en los que estdn implicadas
varias de las proteinas diferencialmente expresadas que han sido descritas en este trabajo. Un
primer andlisis nos muestra que las proteinas diferencialmente expresadas que se encuentran en
menor concentracion en el CI del GASH/Sal, estdn implicadas en un mayor nimero de
componentes celulares, funciones y procesos biolégicos que las proteinas que se encuentran en una
mayor concentracion. Es decir, estdn afectando a un mayor nimero de componentes estructurales y
funciones celulares.

Una de las proteinas sobreexpresadas en el CI del modelo GASH/Sal es la alfa-internexina
(INA) que participa en la regulaciéon de la sinaptogénesis, contribuyendo la formacion de neuritas
en desarrollo y en la arborizacién de las estructuras dendriticas (Benson et al., 1996). Otra de las
proteinas expresada en mayor cantidad en el GASH/Sal comparado con animales controles, cuyos
resultados fueron confirmados mediante andlisis de expresion génica RT-qPCR, es la glutatién S-
transferasa P 1 (GSTP1). La GSTP1 pertenece a una familia de enzimas detoxificantes que
intervienen en la reduccién metabdlica de carcindgenos electrofilicos, protegiendo las
macromoléculas biologicas (como las proteinas y los dcidos nucleicos) de las consecuencias toxicas
de una reaccién covalente. Estas enzimas han sido implicadas en la destoxificacion y
biotransformaciéon de muchos xenobioticos, incluidos varios carcindgenos y un numero
considerable de medicamentos (Diaz et al., 2004).

Algunos estudios han abordado el aumento de expresion de GST y su resistencia a
medicamentos, (Wang y Tew, 1985). La GSTP también estd implicada en las vias quinasa actuando
como regulador negativo (Gyorffy et al., 2014). La importancia de la GST en la regulacién de la
quinasa y el papel de la GSTP en la reaccién directa de S-glutationilacién ha proporcionado un
nuevo enfoque en la comprension de las alteraciones de los patrones de expresion de la GSTP. En
este sentido, algunos tumores o células resistentes a los farmacos pueden depender de esta proteina.
Debido a la naturaleza proliferativa de las células tumorales, las vias de las quinasas con frecuencia
estdn reguladas de manera aberrante y, en consecuencia, podrian ser un intento homeostatico de
compensacion, potenciando la expresion de la GSTP para contrarrestar el aumento de actividad de
la quinasa.

En humanos, se ha demostrado por anélisis de proteémica que la GSTP se detecta de forma
exclusiva en el hipocampo de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal cuando se compara con el
perfil de proteinas del hipocampo de personas sanas. Estos altos niveles de GSTP en las células
endoteliales, gliales y astrocitos se correlacionan con la resistencia a farmacos antiepilépticos

(Perkise et al., 2012). De forma similar, nuestros resultados indican que el CI del GASH/Sal
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presenta mayor cantidad de GSTP que el CI del hamster control, sugiriendo que puede estar
implicado en el inicio o desarrollo de las crisis a través de dafios en las rutas metabdlicas y
oxidativas donde participa la GTPS, tal y como sucede en el humano (Persike et al., 2012).

Es interesante destacar la proteina mitocondrial codificada por el gen ATADI (ATPase Family
AAA Domain Containing 1), cuya sobreexpresion en el CI del GASH/Sal fue detectada tanto con el
método de deteccidn y cuantificacion SHOTGUN como con el método SDS-PAGE. Esta proteina
estd relacionada con el proceso metabdlico de la citrulina, y se asocia con diferentes patologias
humanas, como la enfermedad de Unverricht-Lundborg (Orsini et al., 2019), un trastorno poco
frecuente de epilepsia mioclonica progresiva tipo 1 y malformaciones corticales tipo Cobblestone
(Leshchinskiy et al., 2018).

Otras proteinas sobreexpresadas mitocondriales son las codificadas por los genes NDUFA4,
NDUFA5 y NDUFSS8, que forman parte del complejo I (NADH deshidrogenasa) de la cadena
respiratoria mitocondrial implicado en la transferencia de electrones en la respiracion aerdbica
(sintesis de ATP). Dicho complejo se localiza en la membrana mitocondrial inteRNA.

Cabe resaltar que entre las enfermedades asociadas al gen FARSA (identificado por los métodos
de iTRAQ y SHOTGUN) se encuentra la deficiencia combinada de la fosforilacién oxidativa tipo 4,
un desorden caracterizado por presentar distrés mitocondrial. Por otro lado, en la base de datos de
enfermedades OMIM, se describe que los genes codificantes de las proteinas identificados por
iTRAQ, el gen VARSI estd relacionado con el desorden del neurodesarrollo con microcefalia,
convulsiones y atrofia cortical, y el gen AARS1 con la encefalopatia epiléptica y del desarrollo.

Otras proteinas sobreexpresadas (identificados por iTRAQ) se relacionan con los genes MPST y
AHCY, implicados en procesos de trans-sulfuraciéon. Dichos genes estdn relacionados
respectivamente con las patologias hipermetioninemia (que puede provocar retraso mental y motor),
y disulfiduria mercaptolactato-cisteina (que pueden desembocar en retraso mental). Destacan las
ligadas al transporte activo de sodio y potasio gracias a la hidrdlisis de ATP. Estas proteinas estdn
codificadas por los ATPIAI, ATPIBI y ATP4A. El transporte activo a través de la membrana
axonal es imprescindible para mantener la homeostasis idnica en el interior de la célula. Asimismo,
se ha descrito que mutaciones en estos genes generan hiperexcitabilidad neuronal severa (Biondo et
al.,2021).

El andlisis de expresion de los genes Lamb2, Vamp3, Clic4 y Pgm2l1 indica una coherencia en
relacién a las proteinas codificadas por los mismos encontradas en el andlisis diferencial, porque
tanto en los datos obtenidos a partir de los anélisis de proteémica como en los resultados obtenidos
de las qPCR, se correlaciona que los dos primeros muestran una sobreexpresion en los GASH/Sal,
respecto a los controles, y que los dos dltimos muestran una menor expresion en los GASH/Sal,

respecto a los controles. Hay una incoherencia en el resto de los genes estudiados mediante RT-
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gPCR, ya que los que presentan menor expresion en los GASH/Sal con respecto a los controles
muestran una mayor abundancia en las proteinas que codifican en los anélisis de proteémica (Ngb,
Abhd12, Ttll5, Atxnl0, Mtfril, Slc27a4). Igualmente, proteinas que se encuentran infraexpresadas
en los andlisis de protedmica, muestran mayor expresion por RT-qPCR en los genes que las
codifican en los GASH/Sal con respecto a los controles.

Acerca de la importancia de los genes mencionados con anterioridad, Ngb es un gen que codifica
para una proteina globular implicada en el transporte de oxigeno en el cerebro, tanto en el sistema
nervioso central, como el periférico (Burmester et al., 2000; Reuss et al., 2002) donde puede estar
involucrada en el aumento de la disponibilidad de oxigeno y puede proporcionar proteccion en
condiciones de hipoxia o estrés oxidativo (Sun et al., 2003; Mammen et al., 2002). En los estudios
de Sun et al., 2003, se ha visto que la expresion de la neuroglobina ha sido aumentada por hipoxia
neuronal in vitro y por isquemia cerebral in vivo. Esta proteina presenta una union competitiva al
oxigeno y contiene residuos que se unen al &tomo de hierro. Si bien es cierto que no es capaz de
penetrar las membranas celulares, la forma desoxigenada exhibe actividad nitrito reductasa, que
inhibe la respiracion celular a través de la union del 6xido nitrico a la citocromo c-oxidasa. Ademas,
puede ejercer su actividad anti-apoptotica, actuando para restablecer el nivel desencadenante de
liberacion de citocromo ¢ mitocondrial, necesario para cometer las células a la apoptosis. ("NGB -
Neuroglobin - Homo sapiens (Human) - NGB gene & protein", 2010). Con respecto a la relacion
que pueda presentar con la epilepsia, se ha visto que después de la isquemia regenera unicamente
fases reactivas de la elongacion y de la terminacion de la sintesis, conduciendo a la disociacion de
polirribosomas y a la inhibicion de sintesis proteica (Hossmann et al., 1992); ademas, se ha
observado un aumento significativo de neuroglobina en el cerebelo de crias cuyas madres fueron
sometidas a crisis epilépticas, lo cual puede significar que probablemente ocurra la activacion de un
programa genético que conduce a la expresion de proteinas especificas que participan en la
supervivencia celular y que evitan el retraso de la muerte neuronal (Lima et al., 2011). Cabe
destacar, que se han encontrado, ademas, astrocitos positivos a Ngb dentro de las regiones asociadas
al desarrollo de la cicatriz astroglial (DellaValle et al., 2010). La proteina que codifica, aparece
infraexpresada en nuestras muestras en condiciones basales, lo que le podria dar una desventaja a la
hora de responder a los fendmenos de hipoxia asociada a las crisis convulsivas.

AbhdI2 es un gen que codifica para una enzima que cataliza la hidrélisis de 2-aracidonoyl
glicerol (2-AQG), es decir, el principal transmisor lipidico endocannabinoide que actia sobre los
receptores cannabinoides CB1 y CB2 (Blankman et al., 2007). El sistema endocannabinoide esta
involucrado en una amplia gama de procesos fisiologicos, incluyendo neurotransmision, estado de
animo, apetito, apreciacion del dolor, comportamiento de adiccidn, e inflamacion (van Hell et al.,

2011). Las mutaciones en este gen se asocian con la enfermedad neurodegenerativa, PHARC
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(polineuropatia, pérdida de audicion, ataxia, retinitis pigmentosa y cataratas), resultante de un error
innato del metabolismo endocannabinoide (Fiskerstrand et al., 2010). También, se han observado
variantes de transcripcion de la enfermedad codificadas por mutaciones de esta proteina (Y oshimura
et al., 2015). Nishiguchi y colaboradores (2014) estudiaron casos de pacientes que presentaban
PHARC junto a epilepsia. La proteina que codifica, aparece sobreexpresada en nuestras muestras en
condiciones basales, y puede estar relacionado con el control de la neurotransmision y la
hiperactivaciéon neuronal frente al estimulo, e incluso puede contribuir a la explicacion de la
sensibilidad a crisis alterada, en el modelo GASH/Sal, ya que el sistema endocannabinoide
contribuye directamente al control de la excitacion neuronal.

TTLLS se expresa en el corazon, el musculo esquelético (He & Simons, 2006) y en otros tejidos,
como el ojo y el cerebro (Bosch-Grau et al., 2012). Mutaciones en el gen T7LLS5 afectan la funcion
correcta de los flagelos de los espermatozoides (Lee et al., 2013). La proteina interactiia con dos
coactivadores de receptores glucocorticoides, que son el factor intermedio transcripcional 2 y el
coactivador del receptor de esteroides 1. Esta proteina puede funcionar como un corregulador del
receptor glucocorticoide mediado por induccién y represion genética. También puede actuar como
una alfa tubulina poliglutamilasa ("TTLLS5 tubulin tyrosine ligase like 5 [Homo sapiens (human)] -
Gene - NCBI", 2013) Se encuentra mas implicada en el paso de inicio de cadena lateral de la
reaccion de poliglutamilacion, que en el paso de alargamiento. La proteina que codifica, aparece
sobreexpresada en nuestras muestras en condiciones basales, este cambio puede alterar la red de
microtibulos y consecuentemente el citoesqueleto y distribucion de componentes celulares y
posiciones de transporte como vesiculas y receptores que necesitan ser anclados o transportados a la
membrana, especialmente ante un proceso de hiperexcitabilidad como el que sucede en las crisis
audidgenas del modelo GASH/Sal.

Atxnl0 codifica una proteina que puede intervenir en la supervivencia de las neuronas
cerebelosas, la diferenciacion de neuronas y la neuritogénesis. Estos roles pueden llevarse a cabo
mediante la activacion de la via de la quinasa Ras-MAP activada por mitogenos. Ademas, puede
desempefiar un papel en el mantenimiento de glicosilacion intracelular y homeostasis. ("ATXNI10 -
Ataxin-10 - Homo sapiens (Human) - ATXN10 gene & protein", 2010). Mutaciones en el gen que
codifica esta proteina pueden influir en la aparicion de la ataxia espinocerebelosa de tipo 10
(SCA10) (Matsuura et al., 2000). Estudios de Lin & Ashizawa, 2005, describen que todos los
pacientes con SCA10 presentaban ataxia cerebelosa, y algunos, ademds, tenian convulsiones
epilépticas.

La proteina que codifica, aparece sobreexpresada en nuestras muestras en condiciones basales y
tiene un papel fundamental en la supervivencia neuronal, la diferenciacion neuronal y la

neuritogénesis. Las diferencias encontradas pueden ayudar a explicar los cambios en la fisiologia y
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la formacion neuronal durante el desarrollo, que se reflejan en cambios duraderos durante la edad
adulta, como puede suceder con la susceptibilidad a sufrir crisis audiogénicas del modelo
GASH/Sal.

SLC27a4 codifica a un miembro de una familia de proteinas de transporte de acidos grasos, que
participan en la translocacion de acidos grasos de cadena larga que cruzan la membrana plasmatica
(Yen et al., 2018). Esta proteina se expresa a altos niveles en el lado apical de enterocitos maduros
en el intestino delgado y parece ser el principal transportador de acidos grasos en enterocitos.
Estudios clinicos sugieren este gen como un gen candidato para el sindrome de resistencia a la
insulina ("SLC27A4 solute carrier family 27 member 4 [Homo sapiens (human)] - Gene - NCBI",
2015). Las mutaciones en este gen se han asociado con el sindrome de prematuridad de la ictiosis
(Klar et al., 2009). Juega un papel en la formacion de la barrera epidérmica ya que es una proteina
necesaria para la absorcion de grasa en la embriogénesis temprana, y probablemente se encuentra
involucrada en el transporte de acidos grasos a través de la barrera arterial. Ademas, previene la
degeneracion inducida por la luz de bastones y conos ("SLC27A4 - Long-chain fatty acid transport
protein 4 - Homo sapiens (Human) - SLC27A4 gene & protein", 2012). La proteina que codifica,
aparece infraexpresada en nuestras muestras en condiciones basales. Dado que esta es una proteina
involucrada en la translocaciéon de acidos grasos de cadena larga a través de la membrana
plasmatica, las modificaciones en su expresion pueden afectar la composicion de las membranas
celulares, y también se ha relacionado con modificaciones en las vias de transporte de glucosa y
otros azucares, asi como resistencia a la insulina, ya reportada como alterada en el cerebro de
algunos modelos de epilepsia.

En cuanto al gen Vamp3, que codifica a proteina de membrana asociada a vesiculas, no ha sido
muy estudiada, aunque si se ha visto que una proteina cercana a esta, la codificada por Vamp?2, tiene
cierta implicacion en epilepsia (Simmons et al., 2020). Tanto el gen como la proteina aparecen
sobreexpresados en el CI del GASH/Sal en condiciones basales. Al ser esta una proteina asociada a
los sinaptosomas (componentes principales de un complejo proteico involucrado en el acoplamiento
y/o fusién de las vesiculas sindpticas con la membrana presinaptica), estos cambios pueden explicar
muchos de los procesos relacionados con la neurotransmision alterada y la susceptibilidad a las
crisis audiogénicas en el modelo GASH/Sal.

Clic4 codifica el canal intracelular de cloruro 4, proteina presentada en un compartimento
vesicular. Los canales de cloruro son un grupo de proteinas que regulan los procesos celulares,
incluida la estabilizacion de la célula potencial de membrana, el transporte transepitelial, el
mantenimiento del pH intracelular y la regulacion del volumen celular. Puede actuar como un canal
anionico, como un regulador o una subunidad accesoria de otras proteinas que podrian proporcionan

la funcion de formacion de poros (Mobasheri et al., 2000), aunque se sugiere que puede no ser
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responsable de convulsiones infantiles familiares benignas (Li et al., 2010). La proteina que
codifica, aparece infraexpresada en nuestras muestras en condiciones basales. Esta proteina incide
directamente en la estabilizacion del potencial de membrana celular, evento que ciertamente afecta
la respuesta eléctrica de las membranas neuronales, y a los umbrales de excitaciéon neuronal vy,
consecuentemente, a la hiperexcitabilidad, proceso esencial en el CI, region del foco epiléptico en
GASH/Sal.

Del resto de proteinas analizadas no se ha encontrado en la literatura demasiada informacion
acerca de su relacidn directa con procesos epilépticos, lo cual puede significar que no tenga relacion
0 que todavia no se conozca lo suficiente o no se haya realizado la experimentacién necesaria.
Finalmente, los resultados de esta tesis doctoral apuntan que los siguientes experimentos a realizar
en futuras lineas de investigacion, deben incluir la comprobacion de los resultados mediante la
técnica de Western Blot con el fin de observar si las proteinas que resultaron sobreexpresadas en el
CI del modelo GASH/Sal y el RNA infraexpresado en los analisis de RT-qPCR, pudieran presentar

una baja tasa de recambio, lo que explicaria las discordancias encontradas en el presente estudio.
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6. CONCLUSIONES



Primera: Existen diferencias proteicas de base en el coliculo inferior del modelo GASH/Sal en

relacidon con los animales controles.

Segunda: El coliculo inferior del modelo GASH/Sal sobreexpresa proteinas que participan en el
control de la neurotransmision y la hiperactivacion neuronal frente al estimulo, lo que pudiera

explicar la susceptibilidad GASH/Sal a desencadenar crisis convulsivas.

Tercera: Muchas de las proteinas diferencialmente expresadas estan relacionadas con el
metabolismo de los hidratos de carbono y el metabolismo energético. El transporte activo a través
de la membrana axonal es imprescindible para mantener la homeostasis i6nica en el interior de la
célula, por lo que cambios en los niveles de proteinas que sintetizan ATP pueden alterar esa

homeostasis.

Cuarta: Varias proteinas del citoesqueleto aparece sobreexpresadas en condiciones basales en el
nucleo epileptdégeno del modelo GASH/Sal. Estos cambios pueden alterar la red de microtubulos y
el transporte de vesiculas y receptores que necesitan ser anclados o transportados a la membrana,
especialmente ante un proceso de hiperexcitabilidad, como el que sucede en las crisis audidgenas
del GASH/Sal.

Quinta: Se han encontrado niveles alterados de proteinas implicadas en el transporte de oxigeno en
el cerebro del modelo GASH/Sal, lo que pudiera afectar a la disponibilidad de oxigeno en el tejido

epileptogeno, y, por tanto, a la proteccion en condiciones de hipoxia o estrés oxidativo.

Sexta: Existe una mayor cantidad de la proteina glutation reductasa en el coliculo inferior del
modelo GASH/Sal, proteina implicada en multiples cascadas regulatorias celulares. Este
incremento puede ser relevante, ya que puede estar involucrado en el inicio o desarrollo de las crisis
a través de dafios en las rutas metabdlicas y oxidativas, tal y como sucede en las epilepsias

humanas.

Séptima: Varias de las proteinas diferencialmente expresadas en el nucleo epileptogeno del
GASH/Sal estan codificadas por genes en los que se han descrito mutaciones asociadas a procesos

convulsivos y a encefalopatia epiléptica.
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8- ABREVIATURAS



ABREVIATURAS

ACN : acetonitrilo
AMG : amigdala
CCA : crisis convulsivas audiégenas
CDCI : corteza dorsal del coliculo inferior
CE : energia de colisién rodante
CECI : corteza externa del coliculo inferior
CGM : cuerpo geniculado medial
CHAPS : 3-(cloroamido propil)-dimetilamonio-1-propanosulfato
CI- : coliculo inferior
CO2 : didxido de carbono
COS : complejo olivar superior
CPCS : capas profundas del coliculo superior
CT : cicloumbral, en inglés cycle threshold
base de datos de Toxicogendmica Comparatica, en inglés Comparative
CTD : ) .
Toxicogenomics Database
CTRL : control
CUR : cortina de gas
Da : daltons
linea de ratén.Llamado asi por los genes del color de su pelaje. Del inglés dilute
DBA : (Myo5ad/Myo5ad), brown (Tyrplb/Tyrplb) and non-agouti (a/a) recessive
mutations.
dB : decibelios
DIGE : electroforesis diferencial en gel, en inglés Difference gel electrophoresis
DNA : acido desoxirribonucleico, en inglés DeoxyriboNucleic Acid
DNAc : DNA complementario
DP : potencial de desagrupamiento
DTT : ditiotreitol
EDTA : 4cido etilendiaminotetraacético
EEG : electroencefalograma
FC : tasa de cambio. del inglés fold change
FDR : tasa de descubrimientos falsos, del inglés Fase Discoverry Rate
FDR : ratio de falsos positivos, en inglés false discovery rate
federacidn europea de asociaciones de animales de laboratorio, en inglés
FELASA : . . . .
Federation of European Laboratory Animal Science Associations
FRP : formacion reticular pontina
GAPDH : Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GASH/Sal : Genetic audiogenic seizure hamster, Salamanca.
GO : anotaciones funcionales, del ingles Gene Ontology
GPG/Vall : genetically epilepsy-prone hamsters, Valladolid
GS1 : gasdefuente deiones1
HP : Human Phenotype Ontology
HPA : Human Protein Atlas
Cuantificacidén absoluta basada en la intensidad, del inglés Intensity Based
IBAQ : e
Absolute Quantification
IBE : burd Internacional para la Epilepsia, en inglés International Bureau for Epilepsy
IDA : adquisicion dependiente de informacién
IHT : calentador de interfaz
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ILAE :

INCYL-
ISVF

LFQ :

miRNA :
MMTS :
: espectometria de masas en tandem
NCCI :

NC :

NLL :
PANTHER :
PDEs :
PDEs :

Pl :

PM :
PSIMOD :
PU :

RIN :

MS/MS

RNA
RNAm

RT-qPCR :
SDS-PAGE :

SHOTGUN :

SNC

SPG
TCA
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liga internacional contra la epilepsia, del inglés International League Against
Epilepsy

: Instituto de Neurociencias de Castila y Ledn
: voltaje de pulverizacion de iones flotante

iTRAQ :
KEGG :
LC :

etiquetas isobdricas para cuantificacion absoluta y relativa de proteinas, en
inglés Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

cromatografia liquida, del inglés Liquid Chromatography

cuantificacion proteica diferencial sin marcaje, en inglés Labe-free
quantification

micro RNA

metanotiosulfonato de metilo

nucleo central del coliculo inferior

nucleo coclear

nucleo del lemnisco lateral

Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships Classification System
proteinas diferen

cialmente expresadas

Punto isoeléctrico

Peso molecular

ontologia de modificacion de proteinas, en inglés Protein Modification Ontology
buffer urea

factor de integridad del RNA, del inglés RNA integrity number

: acido ribonucleico, del inglés RiboNucleic Acid

: RNA mensajero

reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real. Del inglés
Real Time quantitative Polymerase Chain Reaction

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico, en inglés
Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis.

Del inglés, protedmica de escopeta . Técnica de identificacién masiva de
proteinas

: sistema nervioso central
SNR :

porcion reticular de la sustancia negra

: sustancia gris periacueductal.
: acido tricloroacético, del inglés Trichloroacetic Acid
TCEP :
TEAB :
TF :
TFA :

tris- 2-carboxietil-fosfina
bicarbonato de trietilamonio
TRANSFAC

acido féormico
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ANEXO 1- Permisos del Comité de Bioética

STeu » g Edificio [+D+i

X00 AFD ) C/ Espejo 2, 37007 Salamanca
Tel . (34) 923 29 44 00 ext 1181
e-mail: cbioetica@usal.es

Informe de Evaluacién de Proyectos de Investigacion o Docencia (RD 53/013):

Organo Habilitado: Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

Titulo del Proyecto: Sustrato molecular de las crisis epileptdgenas en el modelo
GASH:Sal..

Namero de Registro: 300
Investigador(a) principal: M. Dolores Estilita Lopez Garcia.
Resultado de la Evaluacion: Favorable

La informacién presentada referente al proyecto resefiado cumple los requisitos del RD
53/13 en cuanto a:

- Los objetivos del proyecto se encuentran justificados desde un punto cientifico o
docente, o legal estando justificado el uso de animales vivos.

- Su disefio procedimental respeta los principios de humanidad con los animales y
cuidado del medio ambiente

- Se estima que los posibles beneficios cientificos o el valor docente del mismo son
adecuados

- Los procedimientos experimentales planteados se encuentran disefiados de
conformidad con los requisitos de reemplazo, reduccion y refinamiento.

- El proyecto esta clasificado segun su grado de severidad vy tipificacion contemplada
en la ley.

- Se ha realizado un analisis de dafio-beneficio, contemplando el posible beneficio
obtenido para la salud humana, animal o el medio ambiente, en funcién de los
objetivos propuestos y el numero y gravedad de los procedimientos empleados con
los animales, habiendo examinado a su vez las situaciones y excepciones que
contempla la ley

- No es necesaria la evaluacion retrospectiva del proyecto

- Se ha garantizado la inexistencia de conflicto de intereses en los casos que
existieran, con respecto al proyecto evaluado tal como se contempla en los estatutos
del comité

- Asesoramiento de expertos externos: NO

Salamanca a 04 julio de 2018

s {
Fdo.: Luis Munoz de la Pascua Fdo: Jose Julian Calvo Andrés
Secretario del CBE Presidente del CBE
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mm goo APO} C/ Espejo 2, 37007 Salamanca
e 1218~ 2018 Tel . (34) 923 29 44 00 ext 1181
R e-mail: chioeticafdusal.es

aluacion d

Organo Habilitado: Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca

Titulo del Proyecto: Bisqueda de nuevos biomarcadores moleculares para deteccién de la
epileptogénesis

Numero de Registro: 375
Investigador(a) principal: M* Dolores Lépez Garcia
Resultado de la Evaluacién: Favorable

La informacién presentada referente al proyecto resefiado cumple los requisitos del RD
§3/13 en cuanto a:

Los objetivos del proyecto se encuentran justificados desde un punto cientifico o
docente, o legal estando justificado el uso de animales vivos,

Su disefio procedimental respeta los principios de humanidad con los animales y
cuidado del medio ambiente

Se estima que los posibles beneficios cientificos o el valor docente del mismo son
adecuados

Los procedimientos experimentales planteados se encuentran disefiados de
conformidad con los requisitos de reemplazo, reduccién y refinamiento.

El proyecto esta clasificado segin su grado de severidad y tipificacién contemplada
en la ley.

Se ha realizado un andlisis de dafio-beneficio, contemplando el posible beneficio
obtenido para la salud humana, animal o el medio ambiente, en funcién de los
objetivos propuestos y el nimero y gravedad de los procedimientos empleados con
los animales, habiendo examinado a su vez las situaciones y excepciones que
contempla la ley

No es necesaria la evaluacion retrospectiva del proyecto

Se ha garantizado la inexistencia de conflicto de intereses en los casos que
existieran, con respecto al proyecto evaluado tal como se contempla en los estatutos
del comité

Asesoramiento de expertos externos: NO

Gy €
\ Z
o

o
Fdo.: Luis Mufioz de I %““N“ Fdo: Jose Julian Calvo Andrés
Secretario del CBE Presidente del CBE
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ANEXO 2- Resultados SHOGUN

GEN PROTEINA Ratio IBAQ
Glgl Golgi apparatus protein 1 isoform X1 100,00
Anxab Annexin A6 isoform X1 100,00
Ndrg2 Protein ndrg2 isoform x2 100,00
Tuba8 Tubulin Alpha 8 100,00
Mbp Myelin basic protein S isoform X1 100,00
Ppplca Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit isoform X1 100,00
Mapre3 Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 isoform X1 100,00
Sept5 Septin-5 isoform X2 100,00
Rdx Radixin 100,00
Hebpl Heme-binding protein 1 100,00
Ehd4 EH domain-containing protein 4 100,00
Rac3 Ras-related ¢3 botulinum toxin substrate 3 isoform x1; 100,00
Klc2 Kinesin light chain 2 isoform X1 100,00
Usp9x Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase faf-x isoform x2 100,00
Afg312 AFG3 Like Matrix AAA Peptidase Subunit 2 100,00
Rabba RABG6A-GEF complex partner protein 2 isoform X3 100,00
Mvp Major vault protein isoform X1 100,00
Claspl CLIP-associating protein 1 isoform X1 100,00
Coasy Bifunctional coenzyme A synthase 100,00
LOC101826350 | Polyadenylate-binding protein; Binds the poly(A) tail of mRNA 100,00
Noval RNA-binding protein Nova-1-like 100,00
Nosl Nitric oxide synthase; Produces nitric oxide (NO) 100,00
Cyfipl Cytoplasmic fmrl-interacting protein 100,00
Dmtn Dematin isoform X1 100,00
Slci12a6 Solute carrier family 12 member 6 isoform X1 100,00
RablIfip5 Rabl11 family-interacting protein 5 isoform X1 100,00
Pgrmc2 Membrane-associated progesterone receptor component 2 100,00
Lin7a Protein lin-7 homolog 100,00
Tfrc Transferrin receptor protein 1 100,00
Rtndipl reticulon-4-interacting protein 1, mitochondrial isoform X1 100,00
Mtor Serine/threonine-protein kinase mtor 100,00
Ttyh3 Protein tweety homolog; Probable chloride channel 100,00
Cpne5 Copine-5 isoform X2; Copine-5 100,00
Acsl3 long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3-like isoform X1 100,00
Lepl Plastin-2 100,00
Myol8a Unconventional myosin-XVIIla isoform X1 100,00
Mapk8 Mitogen-activated protein kinase 8 isoform X3 100,00
Pbxipl Pre-b-cell leukemia transcription factor-interacting protein 1 isoform x5 100,00
Plin3 Perilipin-3 100,00
Hmgcsl 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A synthase 100,00
Tbrg4 Protein TBRG4 isoform X1 100,00
Arl3 ADP-ribosylation factor-like protein 3 100,00
Gukl Guanylate kinase isoform X1 100,00
Uba3 Regulatory subunit of the dimeric UBA3-NAE1 E1 enzyme 100,00
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Srcinl
Epb41
Anapc5
GNPDAI
Ric8a
Clvs2
Arfgef3
Acsll
Vps51
Cfap36
Epsl5
Rpl9
Ttc7b
Blvra
Stx4
Ptbp2
Kifla
Thumpdl
Golph3
Decrl
Arhgap44
Rragd
Cdk5rap3
LOCI101835570
Galkl
U2afll4
Gria4
Scpepl
Gria3
Mypn
Nrxn3
Ptpdal
Oscpl
Prdx4
Kcenjl0
Htra?2
Scfd2
Msi2
Osbpl2

Maipl
Hmgb2
Srsfl
Tecr
Adprhl2

Atg4b
Gripapl

Src kinase signaling inhibitor 1 isoform x13; SRC kinase signaling inhibitor 1
Erythrocyte Membrane Protein Band 4.1

Anaphase-promoting complex subunit 5-like

Glucosamine-6-phosphate isomerase 1

synembryn-A isoform X1

Clavesin-2 isoform X2; Clavesin-2-like

Brefeldin a-inhibited guanine nucleotide-exchange protein 3 isoform x2
long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 isoform X1

Vacuolar protein sorting-associated protein 51 homolog

Cilia- and flagella-associated protein 36

Epidermal growth factor receptor substrate 15

60S ribosomal protein L9

Tetratricopeptide repeat protein 7b isoform x2

Biliverdin reductase a

syntaxin-4 isoform X2; Syntaxin-4 isoform X1

Polypyrimidine tract-binding protein 2 isoform X1

Kinesin-like protein KIF1A isoform X1

THUMP domain-containing protein 1

Golgi phosphoprotein 3 isoform x1; Golgi phosphoprotein 3
2 4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial

Rho gtpase-activating protein 44 isoform x3

Ras-related gtp-binding protein d isoform x1

CDKS5 regulatory subunit-associated protein 3 isoform X1
Cholesterol 24-hydroxylase-like isoform X1

Galactokinase

Splicing factor U2AF 26 kDa subunit isoform X1
Glutamate receptor 4 isoform X1

Carboxypeptidase; Retinoid-inducible serine carboxypeptidase
Glutamate receptor 3 isoform X4

Myopalladin isoform x2; Myopalladin isoform X1

Neurexin 3 isoform x12; Neurexin-3-beta isoform X1
Protein tyrosine phosphatase type IVA 1 isoform X1
Protein oscp1 isoform x2; Protein OSCP1-like
Peroxiredoxin-4

Atp-sensitive inward rectifier potassium channel 10 isoform x1
Serine protease HTRA2, mitochondrial isoform X1

Secl family domain-containing protein 2 isoform X1
RNA-binding protein Musashi homolog 2 isoform X1

Oxysterol-binding protein-related protein 2 isoform X1
M-aaa protease-interacting protein 1, mitochondrial; Uncharacterized protein
C2o0rf47 homolog, mitochondrial

High mobility group protein B2
Serine/arginine-rich splicing factor 1
Very-long-chain enoyl-CoA reductase isoform X1

Poly(adp-ribose) glycohydrolase arh3 isoform x1
Cysteine protease required for the cytoplasm to vacuole transport (Cvt) and
autophagy

GRIP1-associated protein 1 isoform X1

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

100,00
100,00
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Lypla2
Cythl
Sptbn4
Ddah?2
Slirp
Agap3

Smcr8
Nignl
Acaal
Gale
Serpinb8
Clicl
Sgtb
Puf60
Sv2c¢
Cntn2
Hit
Dmx[2
Mgll
Stxbp3
LOC101841832
U2af2
Macfl
Dnahll

Kcnk5
Ckap4
Cryz
Miga?
Strn
Brsk2
Vef
Gria2

Naplll
Lgalsl

Atp2b3
Chordcl
Ppp6c
Acoxl
Ube4b
Omg
Syt7
Cplx2
Slc6as
Plcdl
Lars
Syn3
Jup
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Acyl-protein thioesterase 2

Cytohesin-1 isoform X2; Cytohesin-1

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 4 isoform X1
N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 isoform X1
SRA stem-loop-interacting RNA-binding protein, mitochondrial

ArfGAP With GTPase Domain, Ankyrin Repeat And PH Domain 3
Guanine nucleotide exchange protein smcr8; smith-Magenis syndrome
chromosomal region candidate gene 8 protein homolog

Neuroligin-1 isoform X1

3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal

Udp-glucose 4-epimerase

Serpin B8

Chloride intracellular channel protein 1

Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein beta
Poly(u)-binding-splicing factor puf60 isoform x1

Synaptic vesicle glycoprotein 2C

contactin-2; LOW QUALITY PROTEIN: contactin 2 (axonal)
Huntingtin

Dmx Like 2

LOW QUALITY PROTEIN: monoglyceride lipase
Syntaxin-binding protein 3

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1D

U2 snRNP auxiliary factor large subunit

Microtubule-actin cross-linking factor 1, isoforms 1/2/3/5 isoform X1
Dynein heavy chain 11, axonemal

Potassium channel subfamily K member 5
Cytoskeleton-associated protein 4

Quinone oxidoreductase

Mitoguardin 2 isoform x1

Striatin isoform X2; Striatin
Serine/threonine-protein kinase BRSK?2 isoform X1
Neurosecretory protein VGF

Glutamate receptor 2 isoform X1
Nucleosome assembly protein 1-like 1 isoform X3
Galectin-related protein

ATPase Plasma Membrane Ca2+ Transporting 3

Cysteine and histidine-rich domain-containing protein 1
Serine/threonine-protein phosphatase 6 catalytic subunit isoform X1
Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 isoform X2

Ubiquitin conjugation factor E4 B isoform X1
Oligodendrocyte-myelin glycoprotein

Synaptotagmin 7

Complexin-2-like

Transporter; Sodium- and chloride-dependent glycine transporter 2
Phosphoinositide phospholipase C1

Leucyl-TRNA Synthetase 1

synapsin-3 isoform X1; Synapsin-3 isoform X2

Junction plakoglobin

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

100,00
100,00
100,00
100,00
18,05
14,77
14,62
13,79

13,67
12,50

12,49
12,49
11,94
9,91
9,51
9,04
8,88
7,68
7,37
6,97
6,79
6,61
6,36




Dctn4

1if2

Etfdh

Anxa7

Hsdll

Erlin2
LOC101838460
Scampl

Cull

Dhtkdl

Stx12

Eif3e

Prrt2

Dpp3

Lamp?

Thopl

Sarla

Rad23b

Farsb
LOC110343394
Gdaplll
Golga7

Kyatl

Mix3
LOC110342274
Tubb6
LOC101831032

Rgs6

Copa

Capzal

Prunel

Plcll
LOCI101839336
Sacmll
LOCI101836945
Mpst

Acadsb

Atcay

Paics
LOCI101841963
Nnt

Mlycd

Hddc?2

Anxa4

Cpe

Gbel

Dynactin subunit 4 isoform X1

Interleukin enhancer-binding factor 2 isoform X1

Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial
Annexin A7 isoform X1

Inactive hydroxysteroid dehydrogenase-like protein 1

Erlin-2

Protein transport protein Sec31A-like

Secretory Carrier Membrane Protein 1

Cullin-1

Probable 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component DHKTDI1,
mitochondrial

Syntaxin-12

Eukaryotic translation initiation factor 3 (eIF-3) complex
Proline-rich transmembrane protein 2

Dipeptidyl peptidase 3 isoform X1

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 isoform x1
Thimet oligopeptidase

GTP-binding protein SAR1a

UV excision repair protein RAD23 homolog B
Phenylalanyl-TRNA Synthetase Subunit Beta

F-box only protein 44 isoform X1

Ganglioside Induced Differentiation Associated Protein 1 Like 1
Golgin subfamily A member 7

Kynurenine--oxoglutarate transaminase 1 isoform x3
Metaxin-3 isoform X1; LOW QUALITY PROTEIN: metaxin-3
Hydroxyacyl-thioester dehydratase type 2, mitochondrial-like
Tubulin Beta 6 Class V

Vacuolar protein sorting-associated protein 4B-like
Regulator of g-protein signaling 6 isoform x3; Regulator of G-protein signaling
6

COPI Coat Complex Subunit Alpha

F-actin-capping protein subunit alpha

Exopolyphosphatase prunel; Protein prune homolog

Phosphoinositide phospholipase c; Inactive phospholipase C-like protein 1
Isochorismatase domain-containing protein 2B, mitochondrial-like
Phosphatidylinositide phosphatase SACI1

Oxysterol-binding protein-related protein 1

3-mercaptopyruvate sulfurtransferase

Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial

Caytaxin
Phosphoribosylaminoimidazole Carboxylase And
Phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide Synthase

Gmp synthase [glutamine-hydrolyzing] isoform x2

NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial

malonyl-CoA decarboxylase, mitochondrial

Hd domain-containing protein 2 isoform x1; HD domain-containing protein 2
Annexin A4

Carboxypeptidase E

1 4-alpha-glucan-branching enzyme-like

6,14
6,14
5.81
5,61
5,55
5,51
5,33
5,28
527

5,14
5,04
5,03
4,99
498
494
4,90
4,90
4,78
4,74
4,68
4,57
4,55
4,52
433
4,30
4,27
421

4,15
4,06
3,98
3,96
3,85
3,84
3,83
3,82
3,79
3,76
3,75

3,69
3,62
3,61
3,52
3,51
349
341
3,37
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Rab22a
Asl
Sparcll
Mppl
Ap3m2
Hexb
Vps53
Vamp3
Gitl
Acan
Map4
Ctnnal
Psmd5
Mcu
Rin3
Toml
Chll
Ube2o
Tmed9
Dusp3
Ctnna2
Fetub
Pitpnml
Actrl0
Anp32a
Ppp2r5c
LOC106023045
Acyl
Gfml
Cul5
Mut
Pacsin2
Sec22b
Sncg
Aplsl
Bsg
Aldhlll
Sgipl
Dcxr
Txnll
Ggal
Nudt2
Synj2bp
Eif2s3
Slc6al7
Plip
Cars
Kctdil4
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Ras-related protein rab-22a isoform x3; Ras-related protein Rab-22A
Argininosuccinate lyase-like isoform X1

SPARC-like protein 1

55 kDa erythrocyte membrane protein isoform X1

AP-3 complex subunit mu-2

Beta-hexosaminidase subunit beta

Vacuolar protein sorting-associated protein 53 homolog isoform X1
Vesicle-associated membrane protein 3

ARF GTPase-activating protein GIT1 isoform X1

Aggrecan core protein isoform x2

Microtubule-associated protein 4

Catenin alpha-1 isoform X1

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5 isoform X1
Calcium uniporter protein, mitochondrial isoform X1
Reticulon-3

Target of myb protein 1 isoform x2; Target of Myb protein 1
Neural cell adhesion molecule L1-like protein

Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 O

Transmembrane emp24 domain-containing protein 9

Dual specificity protein phosphatase 3

Catenin alpha-2 isoform X1

fetuin-B

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein 1 isoform x1
Actin Related Protein 10

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A isoform X1

Protein Phosphatase 2 Regulatory Subunit B'Gamma
Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial

aminoacylase-1A-like isoform X1
Elongation factor g, mitochondrial 1
Cullin-5
methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial

Protein Kinase C And Casein Kinase Substrate In Neurons 2
Vesicle-trafficking protein SEC22b-like
Gamma-synuclein

Adaptor Related Protein Complex 1 Subunit Sigma 1
Basigin isoform x3; Basigin isoform X1
Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member L1
SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 isoform X1
L-xylulose reductase;
Thioredoxin-like protein 1 isoform x1; Thioredoxin-like protein 1
ADP-ribosylation factor-binding protein GGA1
Bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase [asymmetrical]
Synaptojanin-2-binding protein
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3-like isoform X1
Transporter; Sodium-dependent neutral amino acid transporter SLC6A17
Plasmolipin
cysteine--tRNA ligase, cytoplasmic
BTB/POZ domain-containing protein KCTD14

332
331
3,29
326
326
326
323
322
322
321
3,20
3,20
3,19
3,19
3,18
3,17
3,10
3,09
3,07
3,06
3,06
3,05
3,03
3,00
3,00
3,00
3,00
2.92
2,89
2,89
2,87
2,87
2,83
2,83
2,83
282
282
2,80
2,79
2,79
2,78
2,76
2,75
2,73
271
271
2,69
2,68




Ampd?2
Xpo7
Sptb
Apool
Padi2
NDS5
Gabrg?2
Cmas

Ndufs4
Esytl
Pfas
Tpbg
Cbrd
Psph
Ppp2r5d
Srsf5
Pex5l
Ezr
Phptl
Osbp
Slc17a6
Mcccl
Ankfyl
Pcyoxll
Slci2a2
Camkl
Pcyoxl
Kctdl2
Tmx3
Rogdi
Endodl
Psmdl
Prmt5
Ptprzl
Fn3krp
Elp3
Ganab
Prkarla
LOC101844122
Tstd3
Hmox2
Palm
Prkra
Ppid
BDH1I
Ehbpl
Appll

AMP deaminase 2 isoform X1Adenosine and AMP deaminases family
Low quality protein: exportin-7; Exportin-7 isoform X1

Spectrin Beta, Erythrocytic

Micos complex subunit

Protein-arginine deiminase type-2

NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 5
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit gamma-2

N-acylneuraminate cytidylyltransferase
Nadh dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4, mitochondrial isoform
x1

Extended synaptotagmin-1

Phosphoribosylformylglycinamidine synthase

Trophoblast glycoprotein isoform X1

Carbonyl reductase family member 4

Phosphoserine Phosphatase

Serine/threonine-protein phosphatase 2a 56 kda regulatory subunit.
Serine/arginine-rich splicing factor 5 isoform X1

PEXS5-related protein isoform X3; PEXS-related protein isoform X1
Ezrin

14 kDa phosphohistidine phosphatase

Oxysterol-binding protein 1

Vesicular glutamate transporter 2 isoform x1; Vesicular glutamate transporter 2
methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, mitochondrial
Rabankyrin-5; Ankyrin repeat and FY VE domain-containing protein 1
Prenylcysteine oxidase-like

Solute carrier family 12 member 2 isoform X1
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1
Prenylcysteine oxidase 1; Prenylcysteine oxidase-like

BTB/POZ domain-containing protein KCTD12

Protein disulfide-isomerase TMX3-like

Protein rogdi homolog isoform x1

Endonuclease domain-containing 1 protein

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 isoform X1
Protein arginine N-methyltransferase 5-like

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta isoform X1
ketosamine-3-kinase

Elongator Acetyltransferase Complex Subunit 3

Neutral alpha-glucosidase AB isoform X1

cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit
Nadh dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit c2

Thiosulfate sulfurtransferase/rhodanese-like domain-containing protein 3
Heme oxygenase 2

Paralemmin-1 isoform X1; Paralemmin-1

Protein Activator Of Interferon Induced Protein Kinase EIF2AK?2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D

D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mitochondrial

EH domain-binding protein 1 isoform X2

DCC-interacting protein 13-alpha

2,66
2,66
2,65
2,65
2,64
2,64
2,64
2,64

2,62
2,61
2,61
2,57
2,56
2,56
2,55
2,55
2,53
2,53
2,52
2,52
2,52
2,52
2,50
2,49
2,49
247
246
245
245
244
244
243
242
242
240
240
240
2,39
2,38
2,34
2,34
2,33
2,33
2,32
2,32
2,32
2,31
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LOCI101843673
Stxbp6
Faf2
Cndp?2
Csrpl
Hsdl17b8
Alcam
Sv2b
Rpl23

Ifg

Rpli2
Rpsi2
Eif4al
Ahil
LOCI101830140
Stoml2
AcsmS
Pcca
Ptprs
Vbpl
LOCI101833108
Pdia4
Ube2k
Hars
HSDII1BI
Raplgap
Pitrml
Gfap
LOCI101824618
Fabp3
Nin
Adsslli
Rheb
Arhgapl
Fga

Brox
Gjc3

Ddc

Thce
Mtap
Rabgapl
Gk
Slc25a25
Tmem65
Ogt
Pdcd6

llk

Ipo4
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Mitochondrial chaperone bes1 isoform x1
Syntaxin-binding protein 6

FAS-associated factor 2 isoform X1

Cytosolic non-specific dipeptidase isoform X1
Cysteine and glycine-rich protein 1

Estradiol 17-beta-dehydrogenase 8

CD166 antigen isoform X1

Synaptic vesicle glycoprotein 2B-like

60S ribosomal protein .23

Protein TFG

60S ribosomal protein .12 isoform X1

40S ribosomal protein S12

Eukaryotic Translation Initiation Factor 4A1
Jouberin isoform x3; Jouberin isoform X1; Jouberin
40S ribosomal protein S21-like

Stomatin-like protein 2, mitochondrial isoform x1
Acyl-coenzyme A synthetase ACSMS, mitochondrial
propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S
Prefoldin subunit 3

Dehydrogenase/reductase SDR family member 4
Protein disulfide-isomerase A4

Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 K
histidine--tRNA ligase, cytoplasmic

Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 1
Rapl GTPase-activating protein 1 isoform X1
Presequence protease, mitochondrial isoform X2
Glial fibrillary acidic protein

NADH-cytochrome b5 reductase 1-like

Fatty-acid binding protein (FABP) family
Neurolysin, mitochondrial

Adenylosuccinate synthetase isozyme 1

GTP-binding protein Rheb

Rho GTPase-activating protein 1

Fibrinogen alpha chain

BRO1 domain-containing protein BROX isoform X1
Gap junction protein

aromatic-L-amino-acid decarboxylase isoform X1
Tubulin-specific chaperone E isoform X1
Methylthioadenosine Phosphorylase

Rab gtpase-activating protein 1 isoform x1

Glycerol kinase isoform x3; Glycerol kinase isoform X1
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-2 isoform X2
Transmembrane protein 65

O-Linked N-Acetylglucosamine (GlcNAc) Transferase
Programmed cell death protein 6 isoform X1
Integrin-linked protein kinase isoform X1

Importin-4

2,30
2,30
228
227
227
226
226
225
225
225
221
221
220
220
220
2,19
2,19
2,19
2,19
2,18
2,18
2,18
2,17
2,17
2,17
2,17
2,16
2,16
2,15
2,15
2,15
2,14
2,14
2,14
2,14
2,14
213
213
213
213
213
213
213
2,12
2,12
2,11
2,11
2,11




Tmx2 Thioredoxin-related transmembrane protein 2 isoform X1 2,10
Tpm4 Tropomyosin alpha-4 chain isoform x2 2,10
Pakl Serine/threonine-protein kinase PAK 1 2,10
Cd9 Tetraspanin CD9 2,09
Caps Calcyphosin isoform X1 2,09
Rabli2 Ras-related protein Rab-12 2,09
Hyi Putative hydroxypyruvate isomerase 2,08
Fnta Farnesyltransferase, CAAX Box, Alpha 2,07
Rps5 40S ribosomal protein S5-like 2,07
GRK2 G Protein-Coupled Receptor Kinase 2 2,06
Dnajbl dnaJ homolog subfamily B member 1 2,05
Fkbp8 Peptidylprolyl isomerase 8 2,05
Echdc?2 enoyl-CoA hydratase domain-containing protein 2, mitochondrial isoform X1 2,05
Tp53bpl TP53-binding protein 1 isoform X1 2,04
Rptor Regulatory-associated protein of mTOR 2,04
Pgm?2l1 Glucose 1,6-bisphosphate synthase 2,03
Vel Vinculin isoform X1 2,03
Tmx4 Thioredoxin-related transmembrane protein 4 2,02
Nckapl Nck-associated protein 1 isoform X1 2,00
LOC101842058 | Cytochrome ¢, somatic-like 0,50
Clasp?2 CLIP-associating protein 2 isoform X1 0,49
Wasf3 Wiskott-aldrich syndrome protein family member 3 isoform x1 0,49
Ank3 ankyrin-3 isoform X26; Ankyrin-3 isoform X1 0,49
Spag9 Sperm Associated Antigen 9 0,49
Ndrg4 Protein ndrg4 isoform x1 0,48
Slcdal Solute Carrier Family 4 Member 1 0,48
Dhdh Trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase 0,48
Cul2 Cullin-2 Belongs to the cullin family 0,48
Sirt5 Nad-dependent protein deacylase sirtuin-5, mitochondrial 0,48
Ube2dl Ubiquitin-conjugating enzyme e2 d1 isoform x1 0,48
AtpSal Probable phospholipid-transporting ATPase IA isoform X1; 047
Aldh3a? Fatty aldehyde dehydrogenase 047
Hacd3 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydratase 3 047
Olal Obg-like atpase 1 047
Grhpr Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase isoform X1 047
Cpnel Copine-1 isoform X2 0,46
Llcam Neural cell adhesion molecule L1 isoform X1 0,46
Tpp2 Tripeptidyl-peptidase 2 0,46
Epm2aipl EPM2A-interacting protein 1 0,46
Ide Insulin-degrading enzyme 045
Cacna2d? Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2 isoform X1 045
Myhl0 Myosin-10 045
Sec24c Protein transport protein Sec24C 045
LOC101833678 | Hemoglobin subunit beta-like 0,44

108




Nefh Neurofilament heavy polypeptide 0,44
Acotl3 Acyl-coenzyme A thioesterase 13 0,44
Ndrgl Protein NDRG1 0,44
Apeh Acylamino-acid-releasing enzyme 0,44
Rpl27 60S ribosomal protein .27 0,44
Gsn Gelsolin isoform X1 0,44
LOC101841805 | Cytochrome ¢ oxidase subunit 7A2, mitochondrial-like 043
LOC101829167 | cystatin-C-like 043
Ndufa5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5 043
Fxr2 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 2 043
G3bp2 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 isoform X1 043
Hdgf Hepatoma-derived growth factor isoform X1 043
Ptpn9 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9 042
Cotll Coactosin-like protein 042
LOC106022755 | Serine/threonine-protein kinase dclk2-like isoform x2 041
Rab4a Ras-related protein Rab-4A isoform X1 041
Ttr Transthyretin 041
Ckap5 Cytoskeleton-associated protein 5 0,40
Cdc42 Cell division control protein 42 homolog isoform X1 0,40
Arl6ip5 PRAT1 family protein 3 0,40
Ly6h Lymphocyte antigen 6H isoform X1 0,40
Nme3 Nucleoside diphosphate kinase 3 isoform X2 0,40
LOC101839254 | Solute carrier family 2 0,39
Astnl Astrotactin-1 isoform X1 0,39
Reep5 Receptor expression-enhancing protein 5 0,38
Sh3bgrl SH3 Domain Binding Glutamate Rich Protein Like 0,38
Vma2l Vacuolar atpase assembly integral membrane protein vma21 0,38
LOC101834751 | methionine--tRNA ligase, cytoplasmic 0,37
Arpc3 Actin Related Protein 2/3 Complex Subunit 3 0,37
Dnajc5 dnaJ homolog subfamily C member 5 isoform X1 0,37
Esyt2 Extended synaptotagmin-2 0,37
Thcd Tubulin-specific chaperone D 0,36
Psmd8 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8 0,36
Ndufa4 Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4 0,35
Ndufb6 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 6 isoform X1 0,35
Cdkl4 Cyclin-dependent kinase 14 isoform X1 0,34
Rabggta Geranylgeranyl transferase type-2 subunit alpha 0,34
Sarml Sterile alpha and TIR motif-containing protein 1 0,34
Hnrnpal Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 isoform X1 0,33
Fgb Fibrinogen beta chain 0,32
Crk Adapter molecule crk isoform X1 0,32
Agpatl 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase alpha 0,32
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Mblac?2 Metallo-beta-lactamase domain-containing protein 2 isoform x1 0,32
Ncsl Neuronal Calcium Sensor 1 0,32
Cmtm5 CKLF-like MARVEL transmembrane domain-containing protein 5 0,32
Psmb4 Proteasome subunit beta 0,32
Trappc6b Trafficking protein particle complex subunit 6B 0,31
Adsl Adenylosuccinate lyase isoform X1 0,31
Prkarlb cAMP-dependent protein kinase type I-beta regulatory subunit 0,31
Brkl Protein BRICK 1 isoform X1 0,31
LOC101843100 | Glutathione s-transferase omega-1-like isoform x1 0,30
LOC101844224 | Myosin regulatory light chain RLC-A isoform X1 0,30
Ubxn6 Ubx domain-containing protein 6 isoform x1 0,30
LOC101843823 | Alpha-1-inhibitor 3-like 0,29
Enophl Enolase-Phosphatase 1 0,29
Nt5c 5'(3")-deoxyribonucleotidase, cytosolic type 0,28
Rab8a RABS8A, Member RAS Oncogene Family 0,28
Ssb Lupus La protein homolog 0,28
Dyncllil Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 isoform X1 0,28
Rpn2 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 0,27
Sh3gl3 Endophilin-A3 0,27
Pcbp2 poly(rC)-binding protein 2 isoform X1 0,27
Pip4k2c Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 gamma isoform X1 0,27
Nono non-POU domain-containing octamer-binding protein 0,27
Sept9 Septin-9 isoform X1 0,26
Nefm Neurofilament medium polypeptide 0,26
Ephxl Epoxide Hydrolase 1 0,26
Farsa phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit isoform X1 0,26
Nit2 Omega-amidase NIT2 0,25
Rpl23a 60S ribosomal protein .23a 0,24
Cpm Carboxypeptidase M 0,24
Ptprn2 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase N2-like 0,24
Ufdl Ubiquitin recognition factor in er-associated degradation protein 1 isoform x1 0,22
S100b Protein S100-B 0,21
Mapre3 Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 isoform X1 0,21
Copbl Coatomer subunit beta 0,20
Srsf2 Serine/arginine-rich splicing factor 2 isoform X1 0,19
Serpinal Serpin Family A Member 1 0,19
Ndufbl Nadh dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 1 0,18
Myold Unconventional myosin-id isoform x1 0,18
Strn4 Striatin-4 isoform X1 0,18
Matr3 Matrin-3-like isoform X1 0,18
Tarsl2 Probable threonine--tRNA ligase 2, cytoplasmic 0,16
Aminoacyl trna synthase complex-interacting multifunctional protein 1 isoform
Aimpl x1 0,16
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Pidka Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 0,16
Upfl Regulator of nonsense transcripts 1 isoform x4 0,16
Psmb7 Proteasome subunit beta type-7 0,15
LOC101843256 | Belongs to the histone H2B family 0,15
LOC101825928 | Histone h4 0,15
Baiap?2 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2 isoform X1 0,13
Rasgrp?2 RAS guanyl-releasing protein 2 isoform X1 0,12
Getd Golgi to ER traffic protein 4 homolog 0,12
Ctnnd2 Catenin Delta 2 0,12
S100al Protein S100-A1 0,12
LOC101828166 | Dehydrogenase/reductase SDR family member 7-like 0,12
Tspyl4 Testis-specific Y-encoded-like protein 4 0,10
Csk Tyrosine-protein kinase CSK isoform X1 0,08
Dnaja3 Dnaj homolog subfamily a member 3, mitochondrial isoform x1 0,07
Ehdl EH domain-containing protein 1 0,06
Ca3 Carbonic anhydrase 3 0,06
Mon?2 Protein MON2 homolog 0,05
Btf3 Transcription factor BTF3 isoform X1 0,04
Ppplcb Protein Phosphatase 1 Catalytic Subunit Beta 0,04
LOC101844912 | PRAME family member 12-like 0,00
LOC11034253] | dynamin-2-like 0,00
LOC101830505 | ADP-ribosylation factor 2-like isoform X1 0,00
Pgk?2 Phosphoglycerate kinase 2 0,00
Myh9 Myosin-9 0,00
Klic4 Kinesin light chain 4 0,00
Gnatl Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1 0,00
Ppmle Protein phosphatase 1E 0,00
Bnip2 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 2 isoform X1 0,00
Fam49a Protein FAM49A 0,00
Rnmt mRNA cap guanine-N7 methyltransferase 0,00
Cdkl8 Cyclin Dependent Kinase 18 0,00
Dars2 0,00
Peptidylprolyl isomerase; Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2 isoform
Fkbp2 X1 0,00
Srr Serine racemase isoform X1 0,00
CUNH?22o0rf46 | Uncharacterized protein c22orf46 homolog 0,00
Aip AH receptor-interacting protein 0,00
Gmpr Gmp reductase 0,00
Atoxl Copper transport protein atox 1 isoform x2 0,00
Slc4al0 Sodium-driven chloride bicarbonate exchanger isoform X1 0,00
Gng4 Aspartyl-TRNA Synthetase 2, Mitochondrial 0,00
Pcskin proSAAS 0,00
Dab2ip Disabled homolog 2-interacting protein isoform X1 0,00
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Rab9b Ras-related protein Rab-9B 0,00
Tmed?2 Transmembrane emp24 domain-containing protein 2 0,00
Srp72 Signal recognition particle subunit srp72 0,00
Nudt21 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 0,00
Snx27 Sorting nexin-27 isoform X1 0,00
LOC101843174 | Component of the eukaryotic translation initiation factor 3 (eIF-3) complex 0,00
Atadl ATPase family AAA domain-containing protein 1 0,00
Slc24a2 Sodium/potassium/calcium exchanger 2 isoform X3 0,00
Itm2c Integral Membrane Protein 2C 0,00
Sdhc Succinate dehydrogenase cytochrome b560 subunit, mitochondrial 0,00
Zerl Protein zer-1 homolog 0,00
Oxsrl Oxidative Stress Responsive Kinase 1 0,00
ND2 NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 2 0,00
LOC101842475 | Cytochrome b5-like; Belongs to the cytochrome b5 family 0,00

Proteinas diferencialmente expresadas identificadas por el método SSHOTGUN. Ratio IBQ
control/GASH. En verde indica que son mds abundantes (sobreexpresadas) y en rojo las que estan
en menor cantidad (infraexpresadas) que en el CI de los controles.
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ANEXO 3- Listado de genes citados en el texto

Gen
Abhdl2
Acaal
Acadsb

Acan
Acotl3
Acotl3
Acoxl

Acsll
Acsl3

Acsmb

Actrl0
Acyl
Adgrgl

Adprhi2

Adsl
Adssl]
Afg3l2

Afg312
Agap3
Agpatl

Ahil

Aimpl
Aip
Aip
Alcam

Aldhi8al

Aldhlll
Aldh3a2

Ampd2

Anapc5
Ank3

Ankfyl

Proteina
Abhydrolase Domain Containing 12,
Lysophospholipase
3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal
Short/branched chain specific acyl-CoA
dehydrogenase, mitochondrial
Aggrecan core protein isoform x2
acyl-coenzyme A thioesterase 13

Acyl-coenzyme A thioesterase 13

isoform X2

long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1
isoform X1

long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3-like
isoform X1

Acyl-coenzyme A synthetase ACSMS5,
mitochondrial

Actin Related Protein 10
aminoacylase-1A-like isoform X1

G-protein coupled receptor 56
Poly(adp-ribose) glycohydrolase arh3
isoform x1

Adenylosuccinate lyase isoform X1
Adenylosuccinate synthetase isozyme 1

AFG3-like protein 2

AFG3 Like Matrix AAA Peptidase
Subunit 2

ArfGAP With GTPase Domain, Ankyrin
Repeat And PH Domain 3
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate
acyltransferase

Jouberin isoform x3; Jouberin isoform
X1; Jouberin

Aminoacyl trna synthase complex-
interacting multifunctional protein 1
isoform x1

AH receptor-interacting protein

AH receptor-interacting protein

CD166 antigen isoform X1
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate
synthase

Aldehyde Dehydrogenase 1 Family
Member L1

Fatty aldehyde dehydrogenase
AMP deaminase 2 isoform
X1Adenosine and AMP deaminases
family

anaphase-promoting complex subunit 5
ankyrin-3 isoform X26; Ankyrin-3
isoform X1

Rabankyrin-5; Ankyrin repeat and
FYVE domain-containing protein 1
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Gen
Ank3

Ankfyl

Anp32a

Anxa4
Anxab
Anxa7
Aplsl
Ap3m2
Apeh
Apool
Appll

Arfgef3

Arhgapl
Arhgap44

Arl3
Arl6ip5

Arpc3

Asl
Astnl
Atadl

Atcay

Atg4b

Atox1
Atox1
Atplal
Atp2b3
Atp2b4
Atp4a

Atp8al
Atxnl0

Baiap?2

Proteina
ankyrin-3 isoform X26; Ankyrin-3
isoform X1
Rabankyrin-5; Ankyrin repeat and
FYVE domain-containing protein 1
Acidic leucine-rich nuclear
phosphoprotein 32 family member A
isoform X1
Annexin A4
Annexin A6 isoform X1
Annexin A7 isoform X1
Subunit Sigma 1
AP-3 complex subunit mu-2
Acylamino-acid-releasing enzyme
Micos complex subunit
DCC-interacting protein 13-alpha

Brefeldin a-inhibited guanine nucleotide
exchange protein 3 isoform x2

Rho GTPase-activating protein 1

Rho gtpase-activating protein 44
isoform x3

ADP-ribosylation factor-like protein 3

PRA1 family protein 3
Actin Related Protein 2/3 Complex
Subunit 3

Argininosuccinate lyase-like isoform
X1

Astrotactin-1 isoform X1

ATPase family AAA domain-containing
protein 1

Caytaxin

Cysteine protease required for the
cytoplasm to vacuole transport (Cvt)
and autophagy

copper transport protein ATOX1
isoform X2

Copper transport protein atox1 isoform
x2

Sodium/Potassium-Transporting ATPase
Subunit Alpha-1

ATPase Plasma Membrane Ca2+
Transporting 3

plasma membrane calcium-transporting
ATPase 4

ATPase H+/K+ Transporting Subunit
Alpha

Probable phospholipid-transporting
ATPase IA isoform X1;

Ataxin 10
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-
associated protein 2 isoform X1




Gen
Cltb
Clvs2

Clybl

Cmas
Cmpk?2

Cmtm5

Cndp?2

Cntn2
Coasy
Copa
Copbl
Cotll
Cpe
Cplx2
Cpm
Cpnel
Cpne5
Crk
Cryz
Csk
Csrpl
Cstb
Ctnnal
Ctnna2
Ctnnd2
Cull
Cul2
Cul5

CUNH22orf46
Cyfipl

Cythl

Dab2ip

Dars?2

Dctn4

Dcxr

Ddahl

Ddah?

Proteina
Clathrin light chain
Clavesin-2 isoform X2; Clavesin-2-like

Citrate Lyase Subunit Beta-Like
Protein, Mitochondrial
N-acylneuraminate cytidylyltransferase

UMP-CMP kinase 2, mitochondrial
CKLF-like MARVEL transmembrane
domain-containing protein 5
Cytosolic non-specific dipeptidase
isoform X1
contactin-2
Bifunctional coenzyme A synthase
COPI Coat Complex Subunit Alpha
Coatomer subunit beta
Coactosin-like protein
Carboxypeptidase E
Complexin-2-like
Carboxypeptidase M
Copine-1 isoform X2
Copine-5 isoform X2; Copine-5
Adapter molecule crk isoform X1
Quinone oxidoreductase
Tyrosine-protein kinase
Cysteine and glycine-rich protein 1
cystatin-B
Catenin alpha-1 isoform X1
Catenin alpha-2 isoform X1
Catenin Delta 2
Cullin-1
Cullin-2
Cullin-5

Uncharacterized protein c22o0rf46
homolog

Cytoplasmic fmr1-interacting protein

Cytohesin-1 isoform X2; Cytohesin-1
Disabled homolog 2-interacting protein
isoform X1

Aspartyl-TRNA Synthetase 2,
Mitochondrial

Dynactin subunit 4 isoform X1
L-xylulose reductase;
Dimethylarginine
Dimethylaminohydrolase 1
Dimethylarginine
Dimethylaminohydrolase 2

Gen
Ddc

Decrl
Dhdh

Dhrs7

Dhtkdl
Digl
Dmtn
DmxI2
Dnahll

Dnaja3
Dnajbl
Dnajc5

Dpp3
Dusp3

Dyncllil

Echdc2

Eci2
Ehbpl

Ehdl
Ehd4

Eif2s3
Eif3e
Eiftal
Elp3
Enah
Endodl
Enophl

Epb41

Ephxl
Epm2aipl

Epsl5

Proteina
aromatic-L-amino-acid decarboxylase
isoform X1

2 4-dienoyl-CoA reductase,
mitochondrial
Trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol
dehydrogenase
dehydrogenase/reductase SDR family
member 7

2-oxoglutarate dehydrogenase E1
Disks Large Homolog 1

Dematin isoform X1

Dmx Like 2

Dynein heavy chain 11, axonemal
Dnaj homolog subfamily a member 3,
mitochondrial isoform x1

dnaJ homolog subfamily B member 1
dnaJ homolog subfamily C member 5
isoform X1

Dipeptidyl peptidase 3 isoform X1
Dual specificity protein phosphatase 3

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate
chain 1 isoform X1

enoyl-CoA hydratase domain-
containing protein 2, mitochondrial
isoform X1

Enoyl-CoA Delta Isomerase 2

EH domain-binding protein 1 isoform
X2

EH domain-containing protein 1

EH domain-containing protein 4
Eukaryotic translation initiation factor 2
subunit 3-like isoform X1

Eukaryotic translation initiation factor 3
(eIF-3) complex

Eukaryotic Translation Initiation Factor
4A1

Elongator Acetyltransferase Complex
Subunit 3

protein enabled homolog isoform X6, 7,
5,4,3,2,1

Endonuclease domain-containing 1
protein

Enolase-Phosphatase 1

Erythrocyte Membrane Protein Band
41

Epoxide Hydrolase 1
EPM2A-interacting protein 1
Epidermal growth factor receptor
substrate 15
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Gen
Erlin2
Esytl
Esyt2

Etfdh

Ezr
Fabp3

Faf2
Fam49a

Farsa

Farsb

Fetub
Fga
Fgb

Fkbp2

Fkbp8
Fn3krp
Fnta

Fxr2

G3bp2
Gaa
Gabrg2

Gale
Galkl

Ganab
Gapdh
Gbel
Gceat

Gdaplll

Get4

Gfap
Gfinl

Ggal
Gitl
Gjc3
Gk

Glgl

Proteina
Erlin-2
Extended synaptotagmin-1

Extended synaptotagmin-2
Electron transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase,
mitochondrial

Ezrin

Fatty-acid binding protein (FABP)
family

FAS-associated factor 2 isoform X1

Protein FAM49A

phenylalanine--tRNA ligase alpha
subunit

Phenylalanyl-TRNA Synthetase Subunit
Beta

fetuin-B

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain
Peptidylprolyl isomerase; Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase FKBP2
isoform X1

Peptidylprolyl isomerase 8
ketosamine-3-kinase

Farnesyltransferase, CAAX Box, Alpha
Fragile X mental retardation syndrome-
related protein 2

Ras GTPase-activating protein-binding
protein 2 isoform X1

Lysosomal Alpha-Glucosidase
Gamma-aminobutyric acid receptor
subunit gamma-2

Udp-glucose 4-epimerase

Galactokinase

Neutral alpha-glucosidase AB isoform
X1

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase-like

1 4-alpha-glucan-branching enzyme-
like

2-Amino-3-Ketobutyrate Coenzyme A
Ligase, Mitochondrial

Ganglioside Induced Differentiation
Associated Protein 1 Like 1

Golgi to ER traffic protein 4 homolog
Glial fibrillary acidic protein
Elongation factor g, mitochondrial 1
ADP-ribosylation factor-binding protein
GGALl

ARF GTPase-activating protein GIT1
isoform X1

Gap junction protein

Glycerol kinase isoform x3; Glycerol
kinase isoform X1

Golgi apparatus protein 1 isoform X1

Gen
Erlin2
Esytl
Esyt2

Etfdh

Ezr
Fabp3

Faf2
Fam49a

Farsa

Farsb

Fetub
Fga
Fgb

Fkbp2

Fkbp8
Fn3krp
Fnta

Fxr2

G3bp2
Gaa
Gabrg2

Gale
Galkl

Ganab
Gapdh
Gbel
Gceat

Gdaplll

Get4

Gfap
Gfml

Ggal

Gitl
Gjc3
Gk

Glgl
Gmpr

Proteina
Erlin-2
Extended synaptotagmin-1
Extended synaptotagmin-2
Electron transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase,
mitochondrial
Ezrin
Fatty-acid binding protein (FABP)
family
FAS-associated factor 2 isoform X1
Protein FAM49A

phenylalanine--tRNA ligase alpha
subunit

Phenylalanyl-TRNA Synthetase Subunit
Beta

fetuin-B

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain

Peptidylprolyl isomerase; Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase FKBP2
isoform X1

Peptidylprolyl isomerase 8
ketosamine-3-kinase
Farnesyltransferase, CAAX Box, Alpha
Fragile X mental retardation syndrome-
related protein 2

Ras GTPase-activating protein-binding
protein 2 isoform X1

Lysosomal Alpha-Glucosidase
Gamma-aminobutyric acid receptor
subunit gamma-2

Udp-glucose 4-epimerase

Galactokinase

Neutral alpha-glucosidase AB isoform
X1

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase-like

1 4-alpha-glucan-branching enzyme-
like

2-Amino-3-Ketobutyrate Coenzyme A
Ligase, Mitochondrial

Ganglioside Induced Differentiation
Associated Protein 1 Like 1

Golgi to ER traffic protein 4 homolog
Glial fibrillary acidic protein
Elongation factor g, mitochondrial 1
ADP-ribosylation factor-binding protein
GGALI

ARF GTPase-activating protein GIT1
isoform X1

Gap junction protein

Glycerol kinase isoform x3; Glycerol
kinase isoform X1

Golgi apparatus protein 1 isoform X1
Gmp reductase
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Gen
Gnatl

Gng4

GNPDAI
Golga7

Golph3

Grhpr

Gria2
Gria3
Gria4
Gripapl
GRK2
Gsn
Gukl
HI-2
Hi-4
Hacd3

Hars

Hddc2

Hdgf

Hebpl
Hexb

Hintl

Hint2
Hmgb2
Hmgcsl
Hmox2

Hnrnpal

HSDI11B1
Hsd17b8
Hsdll

Hspg2

Htra2
Htt
Hyi
Ide

Proteina
Guanine nucleotide-binding protein G(t)
subunit alpha-1
Aspartyl-TRNA Synthetase 2,
Mitochondrial
Glucosamine-6-phosphate isomerase 1
Golgin subfamily A member 7
Golgi phosphoprotein 3 isoform x1;
Golgi phosphoprotein 3
Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate
reductase isoform X1
Glutamate receptor 2 isoform X1
Glutamate receptor 3 isoform X4
Glutamate receptor 4 isoform X1
GRIP1-associated protein 1 isoform X1
G Protein-Coupled Receptor Kinase 2
Gelsolin isoform X1
Guanylate kinase isoform X1
histone H1.2
histone H1.4
3-Hydroxyacyl-CoA Dehydratase 3
histidine--tRNA ligase, cytoplasmic

Hd domain-containing protein 2 isoform
x1; HD domain-containing protein 2
Hepatoma-derived growth factor
isoform X1

Heme-binding protein 1

Beta-hexosaminidase subunit beta
histidine triad nucleotide-binding
protein 1

Histidine Triad Nucleotide-Binding
Protein 2, Mitochondrial

High mobility group protein B2
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme
A synthase

Heme oxygenase 2

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A1 isoform X1
Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase
isozyme 1

Estradiol 17-beta-dehydrogenase 8
Inactive hydroxysteroid dehydrogenase-
like protein 1

Basement Membrane-Specific Heparan
Sulfate Proteoglycan Core Protein
Serine protease HTRA?2, mitochondrial
isoform X1

Huntingtin

Putative hydroxypyruvate isomerase
Insulin-degrading enzyme

Gen
12

1k
Ipo4
Isoc2a

Itm2c¢
Jup

Kcenjl0
Kcnk5
Kctd12

Kctd14

Kiaal468

Kifla
Kic2
Kic4

Kyatl

Llcam

Lamb?2
Lars
Lepl
Lgalsl
Lin7a

LOC101823829

LOCI101824618
LOC101825928

LOC101826350

LOCI101828166

LOCI01829167
LOCI101830140

LOC101830493;
LOC101830505
LOCI101831032

LOCI101833108

LOCI101833678
LOCI101834751

Proteina
Interleukin enhancer-binding factor 2
isoform X1
Integrin-linked protein kinase isoform
X1
Importin-4
isochorismatase domain-containing
protein 2A
Integral Membrane Protein 2C
Junction plakoglobin
Atp-sensitive inward rectifier potassium
channel 10 isoform x1
Potassium channel subfamily K member
5
BTB/POZ domain-containing protein
KCTD12
BTB/POZ domain-containing protein
KCTD14

RABI11 Binding And LisH Domain,
Coiled-Coil And HEAT Repeat
Containing

Kinesin-like protein KIF1A isoform X1
Kinesin light chain 2 isoform X1
Kinesin light chain 4
Kynurenine--oxoglutarate transaminase
1 isoform x3

Neural cell adhesion molecule L1
isoform X1

Laminin Subunit Beta-2
Leucyl-TRNA Synthetase 1

Plastin-2

Galectin

Protein lin-7 homolog
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase-like
NADH-cytochrome b5 reductase 1-like
Histone h4

Polyadenylate-binding protein; Binds
the poly(A) tail of mRNA
Dehydrogenase/reductase SDR family
member 7-like

cystatin-C-like
40S ribosomal protein S21-like

uncharacterized protein LOC101830493

ADP-ribosylation factor 2

Vacuolar protein sorting-associated
protein 4B-like
Dehydrogenase/reductase SDR family
member 4

Hemoglobin subunit beta-like
methionine--tRNA ligase, cytoplasmic
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Gen
LOC101834965

LOCI101835570
LOCI01836740

LOC101836945

LOC101837465
LOC101838460

LOC101839073
LOC101839254
LOC101839336
LOC101840630
LOCI101841805

LOCI101841832

LOC101841963
LOC101842058
LOC101842475

LOCI01843100

LOCI101843174

LOC101843256
LOCI101843673
LOCI101843823
LOCI101844122

LOC101844224

LOCI101844314
LOCI101844912
LOCI106021941

LOC106022755
LOC106022906
LOC106023045

LOC110342274

LOC110342531
LOC110343394
Ly6h

Lypla2

Lyrm4

Macfl

Proteina
hydroxymethylglutaryl-CoA lyase,
mitochondrial-like
Cholesterol 24-hydroxylase-like
isoform X1
uncharacterized protein C2orf47
homolog, mitochondrial
Oxysterol-binding protein-related
protein 1
contactin-associated protein-like 2

Protein transport protein Sec31A-like
isochorismatase domain-containing
protein 2A, mitochondrial-like

Solute carrier family 2
Isochorismatase domain-containing
protein 2B, mitochondrial-like
neurofilament light polypeptide-like
cytochrome c oxidase subunit 7A2,
mitochondrial
Calcium/calmodulin-dependent protein
kinase type 1D

Gmp synthase [glutamine-hydrolyzing]
isoform x2

Cytochrome c, somatic-like
Cytochrome b5-like; Belongs to the
cytochrome b5 family

Glutathione s-transferase omega-1-like
isoform x1

Component of the eukaryotic translation
initiation factor 3 (eIF-3) complex
Histone H2B

Mitochondrial chaperone bes1 isoform
x1

Alpha-1-inhibitor 3-like

Nadh dehydrogenase [ubiquinone] 1
subunit c2

Myosin regulatory light chain RLC-A
isoform X1

60S ribosomal protein L13-like isoform
X3,X2,X1

PRAME family member 12-like
serine/threonine-protein kinase DCLK?2-
like

Serine/threonine-protein kinase dclk2-
like isoform x2

cytosolic purine 5'-nucleotidase-like
Phosphoenolpyruvate carboxykinase
[GTP], mitochondrial
Hydroxyacyl-thioester dehydratase type
2, mitochondrial-like

dynamin-2-like

F-box only protein 44 isoform X1
Lymphocyte antigen 6H isoform X1
Acyl-protein thioesterase 2

LYR Motif-Containing Protein 4
Microtubule-actin cross-linking factor 1,
isoforms 1/2/3/5 isoform X1

Gen
Maipl

Map4
Mapk8

Mapre3

Mat2a
Matr3
Mblac?2
Mbp

Mcccl
Mcu

Mgll

Micu3
Miga?2

Mlycd

Mobp
Mon?2
Mppl

Mpst
Mpst

Mrps27

Msi2

Mtap
Mtfrll
Mtor

Mix3

Mut

Myhl0
Myh9

Myol8a
Myold

Mypn

Naplll

Nckapl
Nesl

NDI

Proteina
M-aaa protease-interacting protein 1,
mitochondrial; Uncharacterized protein
C2orf47 homolog, mitochondrial
Microtubule-associated protein 4
Mitogen-activated protein kinase 8
isoform X3
Microtubule-associated protein RP/EB
family member 3 isoform X1
S-Adenosylmethionine Synthase
Isoform Type-2
Matrin-3-like isoform X1
Metallo-beta-lactamase domain-
containing protein 2 isoform x1
Myelin basic protein S isoform X1
methylcrotonoyl-CoA carboxylase
subunit alpha, mitochondrial
Calcium uniporter protein,
mitochondrial isoform X1
LOW QUALITY PROTEIN:
monoglyceride lipase
calcium uptake protein 3, mitochondrial

Mitoguardin 2 isoform x1
malonyl-CoA decarboxylase,
mitochondrial

Mpyelin-Associated Oligodendrocyte
Basic Protein

Protein MON2 homolog

55 kDa erythrocyte membrane protein
isoform X1

Mercaptopyruvate Sulfurtransferase

3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
28S ribosomal protein S27,
mitochondrial

RNA-binding protein Musashi homolog
2 isoform X1

Methylthioadenosine Phosphorylase
Mitochondrial Fission Regulator 1-Like

Serine/threonine-protein kinase mtor
Metaxin-3 isoform X1; LOW
QUALITY PROTEIN: metaxin-3
methylmalonyl-CoA mutase,
mitochondrial

Major vault protein isoform X1
Myosin-10

Myosin-9

Unconventional myosin-XVIIIa isoform
X1

Unconventional myosin-id isoform x1
Myopalladin isoform x2; Myopalladin
isoform X1

Nucleosome assembly protein 1-like 1
isoform X3

Nck-associated protein 1 isoform X1
Neuronal Calcium Sensor 1

NADH-ubiquinone oxidoreductase
chain 1
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Gen
ND2

ND5

Ndrgl
Ndrg2
Ndrg4

Ndufa4
Ndufa5
Ndufbl
Ndufb6
NDUFC2
Ndufs4

NDUFSS8

Nefh
Nefm
Ngb
Nit2
Nignl
Nin

Nme3
Nnt
Nono

Nosl
Noval

Nrxn3
Nt5¢
Nudt2
Nudr21
Numb

Ogt

Olal
Omg
Osbp

Osbpl?2

Oscpl
Oxsrl

Pacsin2

Proteina
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
Core Subunit 2
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
Core Subunit 5
Protein NDRG1
Protein ndrg2 isoform x2

Protein ndrg4 isoform x1

Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
alpha subcomplex subunit 5

Nadh dehydrogenase [ubiquinone] 1
beta subcomplex subunit 1

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
beta subcomplex subunit 6 isoform X1
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit C2

NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit S4

NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit S8

Neurofilament heavy polypeptide
Neurofilament medium polypeptide
Neuroglobin

Omega-amidase NIT2

Neuroligin-1 isoform X1

Neurolysin, mitochondrial

Nucleoside diphosphate kinase 3
isoform X2

NAD(P) transhydrogenase,
mitochondrial

non-POU domain-containing octamer-
binding protein

Nitric oxide synthase; Produces nitric
oxide (NO)

RNA-binding protein Nova-1-like
Neurexin 3 isoform x12; Neurexin-3-
beta isoform X1
5'(3")-deoxyribonucleotidase, cytosolic
type
Bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase
[asymmetrical]

Cleavage and polyadenylation
specificity factor subunit 5

protein numb homolog isoform X4, 3,2,
1

O-Linked N-Acetylglucosamine
(GlcNACc) Transferase

Obg-like atpase 1
Oligodendrocyte-myelin glycoprotein
Oxysterol-binding protein 1
Oxysterol-binding protein-related
protein 2 isoform X1

Protein oscpl isoform x2; Protein
OSCP1-like

Oxidative Stress Responsive Kinase 1
Protein Kinase C And Casein Kinase
Substrate In Neurons 2

Gen
Padi2

Paics

Pakl
Palm

Pbxipl
Pcbp2

Pcca

Pck2

PcskIn
PcyoxI
Pcyoxll

Pdcd6
Pdia4
Pdpl

Pex5l
Pfas

Pfkl
Pgk2
Pgm2li

Pgrmc2

Phptl
Pidka

Pip4k2c
Pitpnb
PitpnmlI

Pitrml
Plcdl
Plcl]

Plin3
Plip
PLPI

Popl
Ppid
Ppmlib
Ppmle

Ppplca

Ppplcb

Proteina
Protein-arginine deiminase type-2
Phosphoribosylaminoimidazole
Carboxylase And
Phosphoribosylaminoimidazolesuccinoc
arboxamide Synthase

Serine/threonine-protein kinase PAK 1

Paralemmin-1

Pre-b-cell leukemia transcription factor-
interacting protein 1 isoform x5
poly(rC)-binding protein 2 isoform X1
propionyl-CoA carboxylase alpha chain,
mitochondrial

Phosphoenolpyruvate carboxykinase
[GTP], mitochondrial

proSAAS

Prenylcysteine oxidase 1

Prenylcysteine oxidase-like
Programmed cell death protein 6
isoform X1

Protein disulfide-isomerase A4
Pyruvate dehyrogenase phosphatase
catalytic subunit 1 isoform X3, X2, X3
PEXS5-related protein isoform X3;
PEXS5-related protein isoform X1
Phosphoribosylformylglycinamidine
synthase

ATP-Dependent 6-Phosphofructokinase,
Liver Type

Phosphoglycerate kinase 2

Glucose 1,6-bisphosphate synthase
Membrane-associated progesterone
receptor component 2

14 kDa phosphohistidine phosphatase

Phosphatidylinositol 4-kinase alpha
Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-
kinase type-2 gamma isoform X1
Phosphatidylinositol transfer protein
beta isoform isoform X2, X1
Membrane-associated
phosphatidylinositol transfer protein 1
Presequence protease, mitochondrial
isoform X2

Phosphoinositide phospholipase C1
Phosphoinositide phospholipase c;
Inactive phospholipase C-like protein 1
Perilipin-3

Plasmolipin

Proteolipid Protein 1

ribonucleases P/MRP protein subunit
POPI

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D
Protein Phosphatase 1B

Protein phosphatase 1E
Serine/threonine-protein phosphatase
PP1-alpha catalytic subunit isoform X1
Protein Phosphatase 1 Catalytic Subunit
Beta
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Gen

Ppp2r5c
Ppp2r5d

PPP3CA

Ppp3ri
PPP3RI

Ppp6¢c
Prdx4

Prkarla

Prkarlb
Prkcsh

Prkra

Prmt5
Prrt2

Prunel

Psipl

Psmb3
Psmb4
Psmb7

Psmdl
Psmd5

Psmd8
Psph
Ptbp2

Pigr2
Ptpdal
Ptpn9
Ptprn2
Ptprs
Ptprzl
Puf60

Rabllfip5
Rabi?2

Rab22a

Proteina
Protein Phosphatase 2 Regulatory
Subunit B'Gamma
Serine/threonine-protein phosphatase 2a
56 kda regulatory subunit.
Protein Phosphatase 3 Catalytic Subunit
Alpha

calcineurin subunit B type 1

Serine/threonine-protein phosphatase 6
catalytic subunit isoform X1
Peroxiredoxin-4

cAMP-dependent protein kinase type I-
alpha regulatory subunit
cAMP-dependent protein kinase type I-
beta regulatory subunit

Glucosidase 2 Subunit Beta

Protein Activator Of Interferon Induced
Protein Kinase EIF2AK?2

Protein arginine N-methyltransferase 5-
like

Proline-rich transmembrane protein 2
Exopolyphosphatase prunel; Protein
prune homolog

PC4 and SFRS1-interacting protein
isoform X2, 1

Proteasome 20S Subunit Beta 3

Proteasome subunit beta

Proteasome subunit beta type-7

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 1 isoform X1

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 5 isoform X1

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 8

Phosphoserine Phosphatase
Polypyrimidine tract-binding protein 2
isoform X1

prostaglandin-E(2) 9-reductase-like
isoform X1

Protein tyrosine phosphatase type IVA 1
isoform X1

Tyrosine-protein phosphatase non-
receptor type 9

Receptor-type tyrosine-protein
phosphatase N2-like

Receptor-type tyrosine-protein
phosphatase S

Receptor-type tyrosine-protein
phosphatase zeta isoform X1
Poly(u)-binding-splicing factor puf60
isoform x1

Rab11 family-interacting protein 5
isoform X1

Ras-related protein Rab-12
Ras-related protein rab-22a isoform x3;
Ras-related protein Rab-22A

Gen
Rab27b; Rab27a

RAB3B
Rab4a

Rabb6a

Rab8a

Rab9b
Rabgapl

Rabggta
Rac3

Rad?23b

Raplgap
Rasgrp2
Rdx

Reep5

Rgs6

Rheb
Ric8a

Rnmt

Rogdi
Rpli2
Rpl23
Rpl23a
Rpl27
Rpl9

Rpn2

Rpsi?2
RPS24
Rps29
Rps5
Rptor

Rragd
Rtn3
Rtndipl

Ruvbll
S100al
S100b

Sacmll

Proteina
ras-related protein Rab-27B; ras-related
protein Rab-27A
Ras-related protein Rab-3B

Ras-related protein Rab-4A isoform X1
RABOGA-GEF complex partner protein 2
isoform X3

RABSA, Member RAS Oncogene
Family

Ras-related protein Rab-9B

Rab gtpase-activating protein 1
Geranylgeranyl transferase type-2
subunit alpha

Ras-related c3 botulinum toxin substrate
3 isoform x1;

UV excision repair protein RAD23
homolog B

Rapl GTPase-activating protein 1
isoform X1

RAS guanyl-releasing protein 2 isoform
X1

Radixin
Receptor expression-enhancing protein
5

Regulator of G-protein signaling 6
isoform x3

GTP-binding protein Rheb

synembryn-A isoform X1
mRNA cap guanine-N7
methyltransferase

Protein rogdi homolog isoform x1

60S ribosomal protein L12 isoform X1
60S ribosomal protein L.23

60S ribosomal protein L23a

60S ribosomal protein L27

60S ribosomal protein L9
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 2

40S ribosomal protein S12
40S ribosomal protein S24
40S ribosomal protein S29
40S ribosomal protein S5-like

Regulatory-associated protein of mTOR
Ras-related gtp-binding protein d
isoform x1

Reticulon-3

reticulon-4-interacting protein 1,
mitochondrial isoform X1

RuvB Like AAA ATPase 1

Protein S100-A1

Protein S100-B

Phosphatidylinositide phosphatase
SACl1
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Gen

Sarla
Sarml

Scampl
Scarb2

Scfd2
Scpepl
Sdhc

Sec22b

Sec24c
Sept5
Sept9
Serpinal
Serpinb8

Sgipl
Sgtb

Sh3bgrl
Sh3gl3

Sirpa
Sirt5
Slci12a2
Slci12a6
Slcl17a6
Slc24a2
Slc25a25

Slc27a4
Slc4al
Slc4al0

Slc6al7
Slc6as

Slirp

Smcr8

SNAP25
Sncg

Proteina
GTP-binding protein SAR1a
Sterile alpha and TIR motif-containing
protein 1
Secretory Carrier Membrane Protein 1
Scavenger receptor class B member 2

Secl family domain-containing protein
2 isoform X1

Carboxypeptidase; Retinoid-inducible
serine carboxypeptidase

Succinate dehydrogenase cytochrome
b560 subunit, mitochondrial

Vesicle-trafficking protein SEC22b-like
Protein transport protein Sec24C
Septin-5 isoform X2

Septin-9 isoform X1

Serpin Family A Member 1

Serpin B8

SH3-containing GRB2-like protein 3-
interacting protein 1 isoform X1
Small glutamine-rich tetratricopeptide
repeat-containing protein beta

SH3 Domain Binding Glutamate Rich
Protein Like

Endophilin-A3

Tyrosine-Protein Phosphatase Non-
Receptor Type Substrate 1
Nad-dependent protein deacylase sirtuin
5, mitochondrial

Solute carrier family 12 member 2
isoform X1

Solute carrier family 12 member 6
isoform X1

Vesicular glutamate transporter 2
isoform x1
Sodium/potassium/calcium exchanger 2
isoform X3

Calcium-binding mitochondrial carrier
protein SCaMC-2 isoform X2
Long-Chain Fatty Acid Transport
Protein 4

Solute Carrier Family 4 Member 1
Sodium-driven chloride bicarbonate
exchanger isoform X1
Sodium-dependent neutral amino acid
transporter SLC6A17

Sodium- and chloride-dependent
glycine transporter 2

SRA stem-loop-interacting RNA-
binding protein, mitochondrial
Smith-Magenis syndrome
chromosomal region candidate gene 8
protein

Synaptosome Associated Protein 25

Gen
Snx2
Snx27
Spag9
Sparcll
Sptb

Sptbn4
Srcinl

Srp72

Srr
Srsfl

Srsf2

Srsf5
Ssb
Ssrl

Stoml2
Strn
Strn4
Stubl
Stx12
Stxd
Stxbp3
Stxbp6

Subl

Sv2b
Sv2b
Sv2e
Syn3
Synj2bp
Syt7
TARS3

Tarsl2
Tbed
Tbhce
Tbrg4
Tecr

Tfg

Tfrc
Thopl
Thumpdl

Proteina
sorting nexin-2
Sorting nexin-27 isoform X1
Sperm Associated Antigen 9
SPARC-like protein 1

Spectrin Beta, Erythrocytic

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 4
isoform X1

Src kinase signaling inhibitor 1 isoform
x13

Signal recognition particle subunit
srp72

Serine racemase isoform X1
Serine/arginine-rich splicing factor 1
Serine/arginine-rich splicing factor 2
isoform X1

Serine/arginine-rich splicing factor 5
isoform X1

Lupus La protein homolog
translocon-associated protein subunit
alpha isoform X2, 1

Stomatin-Like Protein 2, Mitochondrial
Striatin

Striatin-4 isoform X1

E3 ubiquitin-protein ligase CHIP
Syntaxin-12

syntaxin-4 isoform X2, 1
Syntaxin-binding protein 3
Syntaxin-binding protein 6

Activated RNA Polymerase 11
Transcriptional Coactivator P15
synaptic vesicle glycoprotein 2B
Synaptic vesicle glycoprotein 2B-like
Synaptic vesicle glycoprotein 2C
synapsin-3 isoform X1, 2
Synaptojanin-2-binding protein
Synaptotagmin 7

Threonyl-TRNA Synthetase 3

Probable threonine--tRNA ligase 2,
cytoplasmic

Tubulin-specific chaperone D

Tubulin-specific chaperone E isoform
X1

Protein TBRG4 isoform X1

Very-long-chain enoyl-CoA reductase
isoform X1

Protein TFG

Transferrin receptor protein 1

Thimet oligopeptidase

THUMP domain-containing protein 1

Gamma-synuclein
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Gen
Tmed?2

Tmed9

Tmem65
Tmx2
Tmx3

Tmx4
Toml
TommA40l

Tp53bpl
Tpbg
Tpm4
Tpmt
Tpp2

Trappc6b

Trio
Tspyl4

Tstd3

Ttc7b

Ttll5
Ttr

Ttyh3

Tuba8
Tubb6

Txndc5
Txnll
U2afll4

U2af2

Proteina
Transmembrane emp24 domain-
containing protein 2
Transmembrane emp24 domain-
containing protein 9
Transmembrane protein 65
protein 2 isoform X1

Protein disulfide-isomerase TMX3-like
Thioredoxin-related transmembrane
protein 4

Target of myb protein 1 isoform x2
mitochondrial import receptor subunit
TOM40B

TP53-binding protein 1 isoform X1
Trophoblast glycoprotein isoform X1
Tropomyosin alpha-4 chain isoform x2
thiopurine S-methyltransferase
Tripeptidyl-peptidase 2

Trafficking protein particle complex
subunit 6B

triple functional domain protein

Testis-specific Y-encoded-like protein 4
Thiosulfate sulfurtransferase/rhodanese-
like domain-containing protein 3
Tetratricopeptide repeat protein 7b
isoform x2

Tubulin Polyglutamylase TTLLS5

Transthyretin

Protein tweety homolog; Probable
chloride channel

Tubulin Alpha 8

Tubulin Beta 6 Class V

thioredoxin domain-containing protein 5
Thioredoxin-like protein 1 isoform x1;
Thioredoxin-like protein 1

Splicing factor U2AF 26 kDa subunit
isoform X1

U2 snRNP auxiliary factor large subunit
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Gen
Uba3

Ube2dl

Ube2k
Ube2o

Ube4b

Ubglin2
Ubxn6

Ubxn6

Ufd1

Upfl

Usp9x

Vamp3
Vars
VARSI
Vbpl
Vel

Vef
VGF

Vma2l
Vpsda
VPS4B
Vps51
Vps53
Wasf3
Wdr47

Xpo7

Zerl

Proteina
Regulatory subunit of the dimeric
UBA3-NAEI El enzyme
Ubiquitin-conjugating enzyme e2 d1
isoform x1
Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 K
Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 O
Ubiquitin conjugation factor E4 B
isoform X1
Ubiquilin-2
UBX domain-containing protein 6

Ubx domain-containing protein 6
isoform x1

Ubiquitin recognition factor in er-
associated degradation protein 1 isoform
x1

Regulator of nonsense transcripts 1
isoform x4

Probable ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase faf-x isoform x2
Vesicle-Associated Membrane Protein 3
Valyl-TRNA Synthetase

Valyl-TRNA Synthetase 1

Prefoldin subunit 3

Vinculin isoform X1

Neurosecretory protein VGF

VGF Nerve Growth Factor Inducible
Vacuolar atpase assembly integral
membrane protein vma21

vacuolar protein sorting-associated
protein 4A

vacuolar protein sorting-associated
protein 4B

Vacuolar protein sorting-associated
protein 51 homolog

Vacuolar protein sorting-associated
protein 53 homolog isoform X1
Wiskott-aldrich syndrome protein
family member 3 isoform x1

WD repeat-containing protein 47
isoform X4, 3,2, 1

Low quality protein: exportin-7;
Exportin-7 isoform X1

Protein zer-1 homolog
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Epilepsy is a chronic neurological disorder characterized by abnormal neuronal activity that arises from imbal-
Received 26 August 2019 ances between excitatory and inhibitory synapses, which are highly correlated to functional and structural
Revnsedjo Septembir 2019 changes in specific brain regions. The difference between the normal and the epileptic brain may harbor genetic
Accgpte 5 $eptem er 2019 alterations, gene expression changes, and/or protein alterations in the epileptogenic nucleus. It is becoming in-
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creasingly clear that such differences contribute to the development of distinct epilepsy phenotypes. The current

major challenges in epilepsy research include understanding the disease progression and clarifying epilepsy clas-

Keywords: . . . . o .

DNA analysis sifications by searching for novel molecular biomarkers. Thus, the application of molecular techniques to carry
Gene expression studies out comprehensive studies at deoxyribonucleic acid, messenger ribonucleic acid, and protein levels is of utmost
Immunodetection importance to elucidate molecular dysregulations in the epileptic brain. The present review focused on the great

Post-translational protein modifications

diversity of technical approaches available and new research methodology, which are already being used to study

Proteomic molecular alterations underlying epilepsy. We have grouped the different techniques according to each step in
the flow of information from DNA to RNA to proteins, and illustrated with specific examples in animal models
of epilepsy, some of which are our own. Separately and collectively, the genomic and proteomic techniques,
each with its own strengths and limitations, provide valuable information on molecular mechanisms underlying
seizure susceptibility and regulation of neuronal excitability. Determining the molecular differences between ge-
netic rodent models of epilepsy and their wild-type counterparts might be a key in determining mechanisms of
seizure susceptibility and epileptogenesis as well as the discovery and development of novel antiepileptic agents.

This article is part of the Special Issue “NEWroscience 2018"
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1. Introduction

Currently, epilepsy affects around 50 million people in the world [1],
and its heterogeneous etiology includes structural alterations due to
traumatic brain injury [2], genetic disorders [3], or idiopathic epilepsy
with no certain cause [4]. Epileptogenesis is a dynamic and gradual pro-
cess that involves changes in the brain after a precipitating injury or in-
sult that results in the development of spontaneous recurrent seizure
activity or epilepsy [5]. The complexity of this neurological disorder re-
quires models for exploring different aspects of epilepsy [6]. Among the
most used and well-characterized in vivo genetic models of epilepsy are
those genetically predisposed animal species, in which seizures occur in
response to high intensity acoustic stimulation, the so-called genetic au-
diogenic seizure models [7,8]. Genetic and protein alterations have been
described as possible contributors to the development of epilepsy phe-
notypes in the audiogenic seizure models [9-11]. Thus, studies focused
on molecular disruptions of the epileptogenic nucleus are of utmost in-
terest, as they provide insights into the mechanisms involved in seizure
susceptibility and regulation of neuronal excitability. Challenging these
key assumptions may lead to discovery of molecular biomarkers, which
can be used for the epilepsy diagnosis and prognosis as well as for
assessing the efficacy of new antiepileptic treatments. In the present
paper, we reviewed the molecular techniques used for the understand-
ing of seizure susceptibility in genetic models of epilepsy, particularly in
genetically epilepsy-prone rodents. We also compared the results ob-
tained from the main models of epilepsy and showed some our own
findings to highlight the strengths and weaknesses of different molecu-
lar approaches.

2. DNA studies

The need to identify a large set of genes involved in complex human
diseases has led to an increased use of molecular techniques in biomed-
ical research and clinical practice. The discovery of genes associated
with epilepsy, excluding those involved in metabolic disorders and in-
tellectual disability that may present high prevalence of epilepsy, has
exponentially increased from 30 to 90 genes in the last decade [12].
However, most pathologic genetic variants were identified in mono-
genic epilepsy and represent a small subset of all epilepsy types [13].
All of these achievements have been possible because of the develop-
ment and cost reduction of next generation sequencing (NGS)-based
panel tests that allowed the advent of multigene panels, exome, and ge-
nome-scale sequencing. Additionally, neurophysiological and molecular
studies of mutations underlying seizure susceptibility might also con-
tribute to the successful development of new therapeutic targets and
antiepileptic drugs. A large percentage of the mutations identified in ep-
ilepsy involves altered genes that encode calcium, potassium, sodium,
and chloride ion channels, making up a family of channelopathies
[14], neurotransmitter receptors (e.g., y-aminobutyric acid (GABA) re-
ceptors) [15], several structural proteins [16,17], mammalian target of
rapamycin (mTOR) pathway genes, modulation of synaptic vesicle
docking and release (e.g., syntaxin-binding protein 1 [STXBP1]) [18],
cell signaling (e.g., cyclin-dependent kinase like 5 [CDKL5]) [19], cell-
cell adhesion (e.g., protocadherin 19 [PCDH19]) [20], transcription
(e.g., the aristaless-related homeobox gene (ARX)) [21], DNA repair
the bifunctional polynucleotide phosphatase/kinase gene (PNKP) [22],
mitochondrial glutamate symporter (e.g., solute carrier family 25, mem-
ber 22 [SLC25A22]) [23], and enzymes involved in metabolic pathways
(e.g., pyridoxamine 5’-phosphate oxidase [PNPO]) [24].

Despite these significant advances, much less is known about the al-
tered genes in animal models of epilepsy, with the exception of those
related to monogenic epilepsies. Animal models of epilepsy arose from
artificial selection of seizure-susceptible strains over many generations
that resulted in high predisposition to epilepsy, as is the case of audio-
genic epilepsy models. Examples of rodent audiogenic seizure models
are the Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg (GAERS; [25]),

the Wistar Albino Glaxo from Rijswijk (WAG/Rij; [26]), the Wistar Au-
diogenic Rat (WAR; [27]), and the genetic audiogenic seizure hamster
from Salamanca (GASH/Sal; [7]). Activation of auditory pathways are
required for the onset and progression of seizures in all audiogenic sei-
zure models, and many studies pointed out the inferior colliculus (IC), a
critical integration center in the auditory midbrain pathway, as the ep-
ileptogenic nucleus [6]. However, the genetic alterations underlying
epileptogenesis in the IC are not fully known. With the increase in avail-
ability of genome-editing techniques that assess the relationship be-
tween mutation genotype and phenotype, nonrodent species like the
zebrafish are also used to optimize and expedite genetic testing as
well as development of antiepileptic drugs [28].

The multiple molecular approaches and the many options for link-
age of different analysis may detect a number of mutations and DNA
modifications involved in epilepsy. Fig. 1 depicts the analytic tools
used in genome-wide studies of epilepsy as well as a brief description
of their corresponding outcomes, showing possible genetic alterations.
It should be noted that no single genetic testing has all the requisite ca-
pacity to contend with the complexities of all genetic mechanisms, and
in some cases, the genetic variants identified through the variety of ap-
proaches are not fully understood [29].

2.1. Comparative genomic hybridization (CGH)

The comparative genomic hybridization (CGH) and, lately, arrays of
CGH (aCGH) are the simplest approaches to study DNA variations, par-
ticularly if used species with known genome such as rat and mouse. The
aCGH method allows reliable detection of DNA sites in multiple genome
loci by comparing the relative amounts of DNA from two genomes, the
control and the sample to be tested. Both samples are labeled with dif-
ferent fluorochromes that bind with DNA fragments of known se-
quences or “probes”, fixed to a slide or glass holder (Fig. 1A). The color
of the fluorescence at each point of the aCGH informs about the relative
amount of each DNA and allows inferring the presence of gains or losses
in specific regions of the genome [30]. The aCGH method is used to eval-
uate targeted regions throughout the chromosomes for copy number
variations (CNVs). There are commercial rodent microarrays that con-
tain 720,000 probes/oligonucleotides of 50-75 mer (average size) and
an average distance of 3537 pb. Those with less than 10 consecutive ol-
igonucleotides are considered as an aberration. In the GASH/Sal model,
we used commercial arrays of mice and found genomic alterations at
the level of 17qE5. The gain and loss detected in this chromosome re-
gion could be indicative of CVNs, involving the neurexin I gene; how-
ever, no association with epilepsy was found (unpublished data).
Mullen et al. [31] demonstrated that CNVs are overrepresented in pa-
tients with genetic generalized epilepsy, pointing out CNVs as an impor-
tant risk factor. Taking into account the large pattern of genetic and
phenotypic heterogeneity in epileptic syndromes, the applicability of
CGH microarrays to evaluate the CVNs becomes controversial [32,33].
Olson et al. [34] suggested assessing CVNs through conventional chro-
mosomal microarray to shed light upon the idiopathic epilepsy, but
the greatest impediment for CNVs detection might be the limit size of
10 kb. In this regard, more recent studies argue in favor of using other
techniques such as the whole exome sequencing (WES, see below)
that is able to identify small CNVs less than 10 kB in size [35].

2.2. Whole genome sequencing (WGS)

The feasibility of implementing gene sequencing methods has made
tremendous contributions to science advancement in general, and espe-
cially in epilepsy research. Although sequencing technologies, some
years ago, were relatively expensive and time consuming, nowadays, a
rapid development is taking place. Thus, novel sequencing platforms
and supporting technologies involved in processes such as targeting
and data analysis have emerged and are used routinely to reduce costs
and determine the complete genome sequences of different species.
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Fig. 1. Overview of techniques used for determining DNA alterations. A. Diagram of the microarray-based comparative genomic hybridization processes. Samples are labeled with
fluorescent dyes and applied to the microarray. Complementary nucleotide sequences are bound to the microarray wells and the microarray scanner measures the fluorescent signals
to generate plots. B. Workflow of genome, exome, or panel gene sequencing. The genomic DNA is cut into short fragments to generate of DNA library by PCR. Using NGS, the library is
sequenced, and the corresponding data are analyzed through bioinformatics analysis. Finally, SANGER sequencing is necessary to confirm the mutations. C. Workflow of histone
modifications analysis by Methyl-Seq. Genomic DNA is bisulfite-treated and nonmethylated cytosine residues are converted to uracils, then library is performed and sequenced in NGS

platform, and are further analyzed using bioinformatics tools.

When whole genome sequencing (WGS) is applied to animal models of
epilepsy, the identification of gene variants associated with epilepsy is
possible by comparing differences between the WGS on the wild type
and the epileptic strain (Fig. 1B).

As an example, the complete genome sequence of the GAERS was
performed bringing promising results [36]. The GAERS model shows a
genetic generalized epilepsy that is analogue to the human absence ep-
ilepsy as verified by electroencephalic, pharmacological, and behavioral
results, and like the human condition, this model appears to have a
complex genetic architecture. The GAERS genome study identified
1.12 million single nucleotide variants, 296.5 K short insertion-dele-
tions, and 354 putative copy number variants that result in complete
or partial loss/duplication of 41 genes. Among the variants with high
quality criteria, 25 variants gain a stop codon, 56 have putative essential
splice sites, and 56 were predicted to result in a frameshift mutation.
The information obtained from the GAERS genome study was too exten-
sive and varied that the analysis is still in progress, and it is difficult to
make a correlation with genetic modifications responsible for seizure
susceptibility [36]. The WGS approach can also be applied to identify
susceptible genes in human, which may allow high rates of molecular
diagnosis in patients with epilepsy and increase the identification of ep-
ilepsy genes [37,38].

2.3. Whole exome sequencing (WES)

The WES, a genomic technique for sequencing the entire protein-
coding region of genes in a genome, may be an excellent option when
other methods fail (Fig. 1B). Allen et al. [39] used WES to investigate
mutations in epileptic encephalopathies and found 329 de novo muta-
tions; some of them have a clear statistical evidence of association
with epileptic encephalopathy, such as GABRB3 (that encodes the sub-
units beta 3 of the GABA type A receptors) and ALG13 (that encodes
the ALG13 UDP-N-Acetylglucosaminyltransferase Subunit).

The WES, despite its high potential, is not commonly used in exper-
imental models of epilepsy. However, it was seemingly a good choice in
the first genetic studies of the GASH/Sal model, as the genome used as a
reference was incomplete. Once the DNA is isolated and fragmented, it

is necessary to create a genomic library. To do this, the oligonucleotides
are amplified via polymerase chain reaction (PCR), then transcribed
in vitro in the presence of biotinylated uridine triphosphate (UTP) to
generate single-stranded RNA “bait.” Genomic DNA is sheared, ligated
to [llumina sequencing adapters, and selected for lengths between 200
and 350 bp. A quality control of the sequences is carried out with the
FASTQC program [40], assembling those that pass the checking with
the SPAdes program [41]. As a result, the genome can be compared
with the sequences of the reference genome, identifying point muta-
tions, structural variations, and genomic reorganizations by using the
GATK, the Lumpy, and the MAUVE software, respectively [42-44].
After a bioinformatics analysis, the variants with higher or lower impact
can be obtained [45]. Although the WES data analysis is a difficult task,
variant catalogs such as ClinVar [132] and Human Gene Mutation Data-
base (HGMD) [133] are suitable for guiding variant classifications
among known disease genes, which facilitate the interpretation of a
novel missense variant. Despite this, the final variant interpretation
can be a highly subjective process, contributing to the variability re-
ported in variant classification. For this reason, the American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) has drastically reduced var-
iability in the classifications by systematizing the variant interpretation
process.

The WES has also some limitations, for example, it is not able to de-
tect alterations in noncoding regions or methylation abnormalities, and
hence, the use of other techniques is required [46,47].

Several studies performed different techniques in a complementary
way to identify deleterious genetic variants in epilepsy and to detect the
responsible genes for a given type of epilepsy. For example, a combina-
tion of aCGH, targeted sequencing, and WES successfully allowed the
identification of de novo mutations that affected the maturation and de-
velopment of neural networks [48].

The WES results must be validated, ensuring that the mutations are
found in all tested animals. To do so, primers near the mutated regions
are designed to subsequently amplify those regions and perform the
SANGER sequencing (Fig. 1C).

The large number of gene variants detected in the GASH/Sal using
WES analysis allowed us to identify high impact mutations in genes
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that might be related to epilepsy (unpublished data). A first step to re-
duce such a big number of gene variants is to filter out based on the mu-
tation characteristics. Once the variants of interest have been identified,
the next step will be to assess the implication of each gene variant in the
seizure susceptibility.

2.4. DNA modifications

The study of DNA modifications includes DNA methylation, specific
chromatin changes such as histone modifications, and noncoding
RNAs among other components that are tightly interconnected. All
these DNA modifications form integral part of the epigenetic machinery
that regulates the gene expression [49,50]. Alterations in DNA methyla-
tion of specific genomic regions may contribute to the development of
complex disorders (e.g., Prader-Willi and Angelman syndromes), as
they could prompt cells to gain or loss biological functions of genes typ-
ically expressed only from the maternal or the paternal copy [51,52].

Recent studies show that epilepsy and epileptogenesis are
associated with changes in each of the factors that affect the epigenome
[134]. Aberrant DNA methylation signatures link general
pathomechanisms of epileptogenesis and epilepsy to epileptic brain tis-
sue in experimental animal models and humans. The repressive capac-
ity of cytosine DNA methylation is mediated by recruitment of silencing
complexes, in which methyl-CpG binding domain proteins aid in the
mediation of gene silencing. There are standard procedures used to
study those modifications and patterns of methylations based on the bi-
sulfite conversion of genomic DNA, methylation-sensitive restriction
enzyme digestions, and the immunoprecipitation of methylated DNA
using methyl CpG-specific antibodies [53]. The procedure consists of
fragmenting the genomic DNA, enrichment of methylated DNA (using
commercial methylated DNA-binding enrichment kit), preparation of
the MethylC-sequencing library in NGS platforms (e.g., [llumina,
SOLID, or lon Torrent), and finally, assessment using bioinformatics
data analysis (Fig. 1C). These methods have been carried out in rodent
models of epilepsy, suggesting that altered DNA methylation patterns
contribute to pathological mechanisms that induce genetic deregulation
in epilepsy syndromes. In chronic epileptic rats, Kobow et al. [50] re-
ported an increase in DNA methylation, mainly confined to gene bodies.
These altered methylation patterns were inversely correlated with the
gene expression, so that an increase in gene body methylation was asso-
ciated with gene silencing and, conversely, a decrease in methylation
was associated with increased gene expression. The calcium/calmodu-
lin-dependent protein kinase 2 (Camkk2) gene that encodes a cal-
cium-dependent protein kinase was found hypermethylated and
downregulated, which may be linked to aberrant neuronal activity
and seizure. Moreover, interleukin 10 receptor subunit beta (1110rb)
gene that encodes an interleukin receptor protein was found
hypermethylated and upregulated, which could be a compensatory
mechanism to limit brain damage following recurrent seizures. Admin-
istration of ketogenic diets to epileptic rats was found to have anticon-
vulsant activity, ameliorating DNA methylation changes [50].
Consistently, similar studies also revealed increased methylation in
gene bodies and hypomethylation at nongenic regions, supporting the
idea that altered DNA methylation is a general pathomechanism associ-
ated with epileptogenesis and epilepsy in these models [49,54]. Further,
in vitro experiments correlated posttranscriptional modifications of his-
tones (H3/H4 acetylation and H3 phosphorylation) with downregula-
tion in the expression of two potential epilepsy-associated genes, the
excitatory glutamate receptor genes glutamate ionotropic receptor
AMPA type subunit 2 (Gria2) and glutamate ionotropic receptor
NMDA type subunit 2A (Grin2a) [55]. Also, increases in histone H4 acet-
ylation and in phosphorylation of histone H3 have been reported in an-
imal models of epilepsy [56-58]. Based on these results, several studies
have been developed histone deacetylase (HDAC) inhibitors as a possi-
ble therapy in epilepsy, since HDAC inhibition has a neuroprotective ef-
fect [57], but without a principal anticonvulsant action [59,60].

3. Gene expression studies

The fact that RNA-based approaches provide answers that cannot be
revealed by conventional DNA-sequencing approaches have contrib-
uted to resolve great conundrums in epilepsy research.

3.1. Microarrays

The development of global gene expression profiling platforms has
revolutionized research in molecular biology, allowing identification,
cataloging, and measuring of vast amounts of information at a single
time. The corresponding genomic changes are consistent, and hence,
these techniques give us a broader perspective for understanding the
disease process. The late 1990s heralded the development of several im-
portant technological advances in molecular biology, specifically the
DNA microarrays that were used for comparing global gene expression
in experiments at different conditions. This has led to flourish a rela-
tively new field of comparative genomics [61]. DNA microarrays gener-
ate large libraries of mRNA sequences, enabling researchers to compile
differential gene expression lists in disease states by statistical compar-
ison of transcript frequencies between two or more conditions (Fig. 2A).
It allows simultaneous monitoring of thousands of genes, thus providing
a functional aspect to sequence information in a given sample. There are
several types of microarray technologies currently in use, and among
them, the oligonucleotide microarray technology is the most widely
used for high-throughput quantitative studies of RNA expression [62].
As shown in Fig. 2A, RNA extracted from the material of interest is re-
verse transcribed to complementary DNA (cDNA) and then incubated
with a mixture of fluorescent markers on a microarray chip that con-
tains a predetermined set of genes. Quantification is then performed
by computerized measurements of fluorescent intensities. Known limi-
tations of microarray technology are the large amounts of material at
the initial stage and the unfeasibility to identify novel genes, as it relies
on prior knowledge of the targeted genes. These have largely been ad-
dressed with a two-stage hybridization process or global RNA amplifica-
tion prior to running the array experiment [61,65]. The molecular
mechanisms underlying epileptogenesis are thought to be associated
with altered expression of gene groups [66], and the microarray has
been the preferred platform for their gene expression analysis [61,67].
In the last 20 years, there have been published more than 40 large-
scale gene expression studies on epileptic tissue obtained from resec-
tion of the epileptogenic zone [11,61,66-79]. Furthermore, mainly in
the last decade, some works aimed to study the potential genes or path-
ways associated with epilepsy based on micro RNA (miRNA) expression
profiles [80-84]. Numerous attempts have been made to employ tran-
scriptional expression profiles in animal models, as well as in patients
with temporal lobe epilepsy (TLE). Despite this, there is no consensus
regarding common transcriptional drivers of epileptogenesis [66]. Vari-
ability among animal species, epilepsy models, different sample size, tis-
sue sampling time-points, array platforms, and normalization
algorithms, have resulted in only a few genes demonstrating a consis-
tent expression change [66,68,70]. Thus, many studies reported the
same differentially expressed genes related to epilepsy, such as tissue
inhibitor of metalloproteinases 1 (Timp-1), signal transducer and activa-
tor of transcription 3 (Stat3), complement C1q chain (C1q), solute car-
rier family 6, member 1 (Sic6al), and Pcdh19 [70]. All these genes
share the common characteristic of belonging to different pathways,
some of which are related to epileptogenesis, such as the mitogen-acti-
vated protein kinase (MAPK) signaling pathway, the Janus kinases/sig-
nal transducer and activator of transcription proteins (JAK/STAT)09
pathway, p53 signaling pathway, and the extracellular matrix (ECM)/
integrin signaling [70]. Interestingly, genes like MAPK, HIF, and JAK/
STAT are potentially associated and upregulated under a common hyp-
oxic condition in a HIF-dependent manner [85].

By using microarrays, our research group analyzed changes in gene
expression of the IC in two audiogenic seizure strains, the WAR and



J.R. Bosque et al. / Epilepsy & Behavior 121 (2021) 106594 5

A Microarray

(T e Fragmented
Total RNA cDNA R o biotin-labelled

4 cRNA
' Sl

AAAA Reverse In vitro %
" : B{ 2]
B B

3
Data analysis . Scanning @ —

Image image Expression array
Data mining
annotation

B RNA sequencing
Isolate RNAs Generate cDNA, fragment,
Samples of interest — size select, add linkers

% -1 i I
3 o ; T I

S T —

b G —
control GASH/Sal

Map to genome,
transcriptome, and
predicted exon
junctions

100s of millions of paired reads

10s of billions bases of sequence
Downstream analysis

Isolation RNA  ——N
v

from samples

Reverse

il / 4% Data analysis

FISH probes Same probes Same probes
with purple dye with blue dye with green dye
v : & v N hybs v
27 2 27/ e o0 e
7 ’ o
P DNase | A Rehyp 2 A al:;\lf::: In Baitode A
mRNA mRNA mRNA i sca!e§ as mRNA
Hyb 1 Hyb 2 Hyb N
Staining/lmaging tissue GDNA synthesis Imaging gene expression
zZ Tissue Tissue
permeabilization removal
] Tissue section e
E |

| nucleotides

Fig. 2. General workflows for differential gene expression analysis using different techniques. Schemes show the standard workflow of microarray (A) (reproduced with permission from
[62]), RNA sequencing (B), RT-qPCR (C), and spatial transcriptome studies (D) [smFISH (reproduced with permission from [63]) scRNA-Seq (reproduced with permission from [64])].

the GASH/Sal models, and compared with age-matched controls under
the same stimulation conditions. The microarray results showed that
the genomic profile of the WAR animals exhibited significant upregula-
tion of 38 genes and downregulation of 47 genes when compared with
Wistar rats. Comparison of gene expression profiles between stimulated
control and GASH/Sal hamsters revealed the upregulation of 10 genes
and the downregulation of 5 genes. Finally, the comparison of the
gene expression profiles between the two audiogenic seizure models
showed only one common gene, the zinc finger immediate-early
growth response gene early growth response protein 3 (Egr3), which
was upregulated in both cases. We hypothesized that their overexpres-
sion in both models might contribute to neuronal viability and develop-
ment of lymphoma in response to stress associated with audiogenic
seizures [11].

Microarray studies have also been shown to demonstrate significant
variations even under the same experimental conditions. As mentioned
below, the validation of global expression profiling results by indepen-
dent methods such as quantitative real-time polymerase chain reaction
(RT-qPCR), Northern/Western blotting, and immunodetection is essen-
tial [61]. On the other hand, microarray technology has certain limita-
tions such as the low sensitivity and high false-positive rates [86]. One
way of overcoming these drawbacks is to use meta-analysis methods
that integrate the results of separate microarray studies and increase
both the sensitivity and the reliability of measurements of gene expres-
sion changes [75,86].

3.2. RNA-Seq

The first decade of this millennium witnessed the advent of massive
parallel sequencing, also known as deep sequencing or NGS. Thus, RNA-
sequencing (RNA-Seq) is now the method of choice to study gene ex-
pression and identify novel RNA species. RNA-sequencing has several
advantages over microarrays. First, sequencing technology is much
more sensitive and quantitative than arrays. Second, RNA-Seq provides
a larger dynamic range for detection of transcripts (>9000-folds) com-
pared with standard arrays. Third, sequence data are more specific
and have less background. Furthermore, sequencing experiments do

not depend on the limited probes present on tiled microarrays and
can, therefore, be used to challenge any location in the genome, includ-
ing unannotated genes. Finally, sequencing is not limited by array hy-
bridization chemistry, such as melting temperature, cross-
hybridization, and secondary structure concerns. In conclusion, RNA-
Seq directly reveals sequence identity that is crucial for analysis of un-
known genes, novel transcript isoforms, and genetic variations [87,88].

Most RNA-Seq experiments are carried out on instruments that se-
quence DNA molecules due to the technical maturity of commercial in-
struments designed for DNA-based sequencing. Therefore, as shown in
Fig. 2B, cDNA library preparation from RNA is a required step for RNA-
Seq. Each cDNA in an RNA library is composed of a cDNA insert of certain
size (previously RNA or cDNA fragmentation), and flanked by adapter
sequences, as required for amplification and sequencing on a specific
platform. The cDNA library preparation method varies depending on
the RNA species under investigation, which can differ in size, sequence,
structural features, and abundance. Moreover, because of the detection
limit of most sequencers, several cDNA libraries need to be amplified by
PCR before sequencing, and to correct for PCR amplification bias, using
methods that eliminate PCR duplicates from sequencing results [88].
After, directly cDNA libraries, or subsequent PCR products, are se-
quenced using NGS, producing millions of short sequence reads, typi-
cally 30 to 500 bp in length, depending on the DNA-sequencing
technology used. Finally, the reads obtained after sequencing are either
aligned to a reference genome or transcriptome, or assembled de novo
without genomic sequence guidance, to create a genome-scale tran-
scription map that provides both transcriptional structure and expres-
sion level for each gene. Thus, the number of reads mapped within a
gene or an exon can then be used as a measure of its abundance in the
analyzed sample [87].

Increasingly available data in RNA-Seq databases will help the neuro-
science community to make new discoveries at unprecedented speed and
depth. However, many challenges still remain. For example, most of the
read counts are produced by very highly expressed genes. Many genes
of interest with low expression levels may have gone undetected because
of very low read counts. These low read counts can also be quite variable,
which can cause biases in differential expression analyses [87]. Up to now,
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RNA-Seq had been employed at least in 10 reports to profile the entire
transcriptome across multiple phases of epileptogenesis in different ani-
mal models of epilepsy, as well as changes in transcription at the chronic
phase in humans [10,11,82,89-95].

Thus, the transcriptional profile of the corpus quadrigeminum, com-
prised the inferior and superior colliculi, in WAR animals was recently
described [10]. Transcriptomic analysis of WAR (versus Wistar rats)
after acoustic stimulation allowed us to identify a set of 62 and 16 differ-
entially regulated genes using two types of statistical packages (EdgeR
and DESeq), such as a gene that encodes the coenzyme acyl-CoA synthe-
tase (Acsm3), G-protein coupled receptor 126 (Gpr126, encodes a recep-
tor that could be associated with alterations in the acquisition or the
processing of acoustic information), regulator of telomere elongation
(Rtel, encodes a helicase that acts in the protection, stability, and elonga-
tion of telomeres), and enzyme dihidopterina reductase quinoide (Qdpr,
encodes the enzyme dihidopterin reductase quinoid that is responsible
for recycling of BH4, a molecule that acts as enzyme cofactor and is in-
volved in the synthesis of serotonin, dopamine, and nitric oxide).
Gene Ontology (GO) enrichment analysis showed that “catalytic activ-
ity” and “metabolic processes” categories were among the most repre-
sented functional categories of the genes differentially regulated in
WAR, suggesting that the model presents metabolic alterations [10].

On the other hand, our research group analyzed also the transcriptome
of IC of the GASH/Sal model in comparison with their control under the
same stimulation conditions. We previously used the mouse probes for
the microarray analyses of gene expression (GeneChip® Mouse Gene ST
Array) in hamsters as the Syrian hamster (Mesocricetus auratus) probes
were not available at that time. To confirm these results, we employed Chi-
nese hamster probes (Cricetulus griseus) via transcriptomic analysis, com-
paring the stimulated controls with the stimulated GASH/Sal. Upon using
these probes, the number of differentially expressed genes between
GASH/Sal and control animals was increased [11].

In other study, Dixit et al. [91] performed transcriptome analysis of
hippocampal tissues resected from patients with mesial TLE with hippo-
campal sclerosis (MTLE-HS), using the RNA-seq approach. Differential
gene expression analysis revealed 56 significantly regulated genes in
MTLE (vs. controls without epilepsy) and their possible association
with epileptogenesis and/or pharmacoresistance in MTLE-HS. Gene
cluster analysis identified three important hubs of genes mostly linked
to the following: 1) neuroinflammation and innate immunity; 2) synap-
tic transmission (as a gene encodes kinesin heavy chain isoform 5A
[KIF5A], involved in GABA(A)R trafficking, and whose deletion causes
epilepsy); and 3) neuronal network modulation (as a gene encodes fi-
bronectin [FN1] and proposed cerebrospinal fluid [CSF]-serum bio-
marker for epilepsy), which are supportive of intrinsic severity
hypothesis of pharmacoresistance [91]. Furthermore, by using this
same technique, a previous study reported that the status epilepticus
(SE) induced changes in the hippocampal RNA expression in an animal
model of pilocarpine-evoked SE [93]. These authors performed whole
transcriptome profiling to identify differentially expressed mRNAs at
12 h, 10 days, and 6 weeks after evoking experimental SE, which corre-
spond with the distinct phases of the epileptogenic process (acute, sei-
zure silent, and spontaneous-seizure phases).

Recently, Jehi et al. [96] also proposed that the maturation of a new
epileptic focus may explain late seizure recurrences. Using RNA-seq,
they identify 29 differentially expressed genes between late-recurrence
and seizure-free patient samples, concluding that late recurrences after
epilepsy surgery may be influenced partly by differences in gene expres-
sion in neuroinflammatory and brain healing/remodeling pathways [96].

Finally, it is noteworthy to highlight the fact that transcriptome anal-
ysis can also be performed at the level of single cells. Unlike classical
methods, which consider mixtures of heterogeneous cell populations,
single-cell RNA sequencing (sScCRNA-Seq) provides a much more detailed
view of transcription dynamics [135]. For example, the analysis of
transcriptomes from single cells has revealed the substantial transcrip-
tional heterogeneity among seemingly identical cells [97]. Recently,

Skene and Grant [98] applied the expression-weighted cell-type enrich-
ment (EWCE), a method that uses single cell transcriptomes to generate
the probability distribution associated with a gene list that has an aver-
age level of expression within a cell type. Also, these authors applied
EWCE to human genetic data from cases of epilepsy among other neuro-
logic pathologies [98]. By last, as mentioned below, a study describes a
method called fluorescent in situ RNA sequencing (FISSEQ), which en-
ables not only the study of the transcriptomes of single cells but also
the determination of the precise location of each transcript within the
cell [99].

3.3. RT-qPCR

After data mining obtained by microarrays and RNA-Seq, the results
need to be validated with highly reliable biotechniques that allow pre-
cise quantitation of transcriptional abundance of the identified genes.

The RT-qPCR technology is central to biomarker validation where
potential markers need to be measured with greater accuracy and pre-
cision in larger sample sets. RT-qPCR represents the method of choice
for analyzing gene expression of a moderate number of genes in any-
where from a small number to thousands of samples [100-102]. Quan-
titative real time PCR allows quantification of PCR products in “real
time” during each PCR cycle, yielding a quantitative measurement of
PCR products accumulated during the course of the reaction. Real-
time reactions are carried out in a thermocycler that permits measure-
ment of a fluorescent detector molecule, which decreases
postprocessing steps and minimizes experimental error (Fig. 2C). Quan-
titative real time PCR is most commonly achieved through the use of
fluorescence-based technologies such as probe sequences that fluoresce
upon hydrolysis (TagMan) or hybridization (LightCycler), fluorescent
hairpins, or intercalating dyes (SYBR Green) [103]. The majority of anal-
yses of RT-qPCR data use relative quantitation that is easier to measure
and are of primary interest to researchers examining disease states as
epilepsy. In epilepsy research, the most common method is the 22T
method that relies on two assumptions [104]. The first is that the reac-
tion is occurring with 100% efficiency; in other words, with each cycle of
PCR, the amount of product doubles. The second is that there is a gene
(or genes) that is expressed at a constant level between the samples.
This endogenous, housekeeping, or reference gene will be used to cor-
rect for any difference in sample loading [103]. Housekeeping genes
such as (-actin, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,
cyclophilin, or tubulin are commonly used since they are ubiquitously
expressed in cells and tissues. In a model of TLE, Crans et al. [105]
have recently validated two rodent-specific short interspersed nuclear
elements (SINEs) as reference genes, comparing these with other nine
genes and using three types of algorithms: geNorm, NormFinder, and
rank aggregation. Our research group, as mentioned above, investigated
the comparison of the gene expression profiles between two audiogenic
seizure models using the microarray data, showing upregulation of Egr3
in WAR and GASH/Sal animals [11]. By using RT-qPCR studies, we con-
firmed the differential expression of the Egr3 as well as in the two
other early growth response proteins 1 and 2 (Egr1 and Egr2), which
were also upregulated in both models. Differences between microarray
and RT-qPCR data might occur for the following reasons: 1) the use of
different probes in the microarray and RT-qPCR experiments, which
may lead to capture differential expression in splice variants; 2) differ-
ences in the methods used for the normalization of expression data;
and 3) possible false positive outcomes of expression changes. In addi-
tion, lower correlations between RT-qPCR and microarray results were
consistently reported for genes exhibiting small degrees of changes
[106].

3.4. Spatial transcriptome

The advance in sequencing technologies makes possible the study of
the genomic and transcriptomic of single cells and tissues. The
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complexity of multicellular organisms requires the design of high-
throughput measurements that preserve spatial information about the
tissue context or subcellular localization of the analyzed nucleic acids.
Some applications of this approach are intended to measure gene ex-
pression and activity for thousands of genes in multiple regions of the
brain [107-110].

The single-molecule RNA fluorescence in situ hybridization
(smFISH) technique represents a powerful means of gauging individual
RNA expression values from single-cell transcriptome-wide measure-
ments. However, the number of transcripts that can be visualized simul-
taneously in the same sample is small (usually 1-3) because of the
limited availability of fluorophores with nonoverlapping spectra,
which prevents highly multiplex measurements. An improvement of
this method is the so-called sequential fluorescence in situ hybridiza-
tion (seqFISH), which implies increasing multiplexing by the use of spa-
tial or sequential barcoding that is combined with super-resolution
microscopy. Thus, each transcript is identified through multiple cycles
of hybridization, imaging, and probe removal (Fig. 2D).

Other alternative method to visualize RNA molecules in situ is based
on smFISH that uses padlock probes and rolling circle amplification as
well as branched DNA probes [107,109,110]. This strategy combines
smFISH and scRNA-Seq, allowing visualization and quantification of
the transcription with spatial resolution in tissue sections [64].

Also, laser capture microdissection (LCM) is a powerful technology
that enables the isolation of cells or small tissue regions from defined
anatomical locations. Data sets derived from these samples correlate di-
rectly with the known original location, thus preserving spatial informa-
tion. Nucleic acids can be extracted from LCM-captured cells and used in
a variety of downstream applications, including gene expression micro-
arrays and RNA-seq.

Other approach for spatially resolved transcriptomics based on RNA
extraction from discrete tissue regions is the serial microtomy sequenc-
ing. In this method, RNA is extracted from single thin tissue cryosections
and subjected to sequencing. To improve spatial resolution and quanti-
fication of this technique, a modified approach named RNA tomography
sequencing method (Tomo-seq) has been developed [107,110].

The transcriptome in vivo analysis (TIVA) based on RNA extraction
and sequencing of selected neurons within tissue slices allows charac-
terization of gene expression profiles in accurate brain locations
[107,110,111].

4. Proteomic

Proteomics refers to the large-scale analysis of proteins and deals
with the study of protein compositions, including those derived from
the posttranslational modifications, as well as protein interactions. The
proteomic technologies also involve the identification and quantifica-
tion of overall proteins, and hence, are well-suited for understanding
the changes that occur in the epileptogenic tissue after seizures. One
of the major applications of proteomics is to find useful markers for
the diagnosis, treatment, and monitoring of various clinical entities. In
this regard, a principal objective of the epilepsy biomarker discovery is
to identify “hot lesions” in epileptogenic brain tissues that express a
highly specific and sensitive biomarker signature [5]. For this reason, de-
termining the proteomic profile differences in the epileptogenic nuclei
of the audiogenic seizure models provides crucial information about
the mechanisms involved in seizure susceptibility and regulation of
neuronal excitability.

Unfortunately, the results from proteomics studies are very variable
as they depend on the sample preparation method, the separation be-
tween nuclear and cytoplasmic components, the type of protein extrac-
tion, and the high biological variation between individuals. Finally,
unlike the DNA stability, the proteome (and transcriptome) varies in
space and time, thereby contributing to the great heterogeneity of re-
sults that can be found in the literature. The existing process templates
for large-scale study of proteins are shown in Fig. 4.

4.1. Two-dimensional electrophoresis (2DE)

The two-dimensional electrophoresis (2DE) is the typical method to
separate proteins in two dimensions according to their isoelectric point,
molecular mass, and solubility, using a polyacrylamide gel. Then, the gel
is stained using different dyes — such as Coomassie blue or silver nitrate.
Another way is to use fluorescent reporters to identify the target sam-
ples as in the 2D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis (2D-
DIGE) (Fig. 4A). This technique has the advantage to directly display
the relative abundances and patterns of protein isoforms in the samples.
In this case, protein spots are considered as differentially expressed with
statistical significance when 1) they are present at least in 70% of the gel
images, 2) a 1.5-fold change as a threshold average ratio, and 3) p-
values lower than 0.05. For this analysis, different software programs
are employed for image capturing (i.e., EttanTM DIGE Imager, GE
Healthcare), image analysis (i.e., DeCyder TM Differential Analysis Soft-
ware, GE Healthcare), and image quantification and selection of quanti-
tative changes [113].

In the samples separated by simple 2DE and DIGE, the protein spots
of interest are manually excised from the stained gels, de-stained, and
subsequently subjected to in-gel digestion with trypsin. After protein
extraction, they are further analyzed with a mass spectrometer [high-
performance liquid chromatography (HPLC)/mass spectrometry
(MS)-MS or by matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of
flight (MALDI-TOF) mass spectrometer for fluorescent samples] (see
next section for more information). Different spectra are analyzed
with specific software (i.e., FlexAnalysis 3.3.65, Bruker Daltonics),
using different algorithms (i.e., MASCOT - Matrix Science, London, UK
or X! Tandem http://www.thegpm.org/tandem/).

There are many databases that can be used to identify the protein se-
quences in molecular studies of rodent models of epilepsy. Among
them, http://kr.expasy.org or database of SwissProt 2015_06, in which
1612 Rodentia sequences are available.

This technique has been used to analyze changes in brain tissue of
the WAG/Rij model after induced seizure enhancement, showing 16 dif-
ferentially expressed proteins in the frontoparietal cortex and 35 pro-
teins in the thalamus [113]. Four of them were found in both brain
areas and were related to metabolism [ATP synthase subunit d, mito-
chondrial protein (ATP5H) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH)]| and glial activation [glial fibrillary acidic protein
(GFAP) and neurofilament light polypeptide (NEFL)], which are able
to modulate voltage-gated calcium channels [114]. Consistently, 2DE
performed in the epileptogenic nucleus of naive GASH/Sal animals
also showed alterations in proteins related to metabolism, with a signif-
icant decrease of ATP5H as well as increases in GAPDH and malate dehy-
drogenase (MDHT1). In addition, 2D-DIGE analyses were carried out to
compare the proteomic profile of baseline and postseizure states, show-
ing nonsignificant differences in the epileptogenic nucleus of the GASH/
Sal (unpublished data). The most striking differences were found be-
tween control and GASH/Sal at baseline conditions, showing an incre-
ment in the metabolism protein pyruvate kinase (PK) and ATP
synthase beta subunit (ATP5F1B), along with an elevated concentration
of peroxyredoxin-2 (PRDX2) in the IC. Additionally, the induction of ep-
ileptic seizures made the PRDX2 to switch from a 9.62-fold increase to a
4.05-fold decrease, which suggests an impairment of the antioxidant
systems. These data are in agreement with other results in Lafora Dis-
ease mice models [115].

4.2. Mass spectrometry and MALDI-TOF

Mass spectrometry is an analytical technique that measures the
mass-to-charge (m/z) ratio of ions. In this procedure, the samples are
ionized into charged molecules and then subjected to an electric field
in the mass analyzer, which determines the acceleration of the sample
toward a detector, so that the ratio of their m/z can be measured. In
the MALDI-TOF MS, the ion source is the matrix-assisted laser
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desorption/ionization (MALDI), and the mass analyzer is time-of-flight
(TOF) analyzer (Fig. 4B). It is the technique that must be used when
the samples are attached to a fluorescent (i.e., DIGE). In proteomics,
one of the most important and difficult step is the separation of complex

peptide or protein mixtures prior to their detection and data analysis.
This step was done in the past using HPLC-MALDI-MS that performs
offline peptide separation and spotting or fraction collection. The fact
that this technique involves time-consuming manual inspection for

Table 1

Massive analysis in rodent genetic models of epilepsy shows dysregulated proteins and their corresponding functional pathway.

Reference Model organism Epilepsy Anatomical area  Proteins upregulated (symbol) Proteins downregulated Classification/function
subtype  of study (symbol)
Penot et  Kainate injection in MTLE Hippocampus IL-1beta; IL-1Ra; Cytokines, inflammatory
al. hippocampus of mouse SOCS3; COX-2 processes
[136] cPLA(2)x apoptosis
Daniset  Genetically modified rat AbE Cortex ATP5F1D; TMEM70 Energy generation
al. GAERS Thalamus MBP; MIF membrane conductance
[137] Hippocampus MIF; HBB inflammatory processes
Oxygen transport
Huang et SD rats injected TLE Hippocampus HSP27 PPlase Stress response
al. intraperitoneally with lithium TRIP6; LIMK1; TUBB; ACTB; INA Cytoskeleton
[138] chloride and then pilocarpine FBA, CK GADPH; SCOAL; ACO Metabolism
twice MBP Membrane conductance
SNX3 Intracellular trafficking
Jiang et Phenytoin in electrical RefE Full brain VDAC1 VDAC2 Membrane conductance
al. amygdala-kindled rats MT-ATP; GLUD1; MDH Energy generation
[139] ABCB10; NDUFA10; Mitochondrial transport
HSP-70 Stress response
GADPH; TPI1; ALDOA ACO; ALDH; metabolism
TUBB2 CFL1 cytoskeleton
Greene et Lithium pilocarpine-induced  CStE Hippocampus HSP-27 Stress response
al. rat TUBA; EZR cytoskeleton
[140] Endocytosis production
DPYSL2 of neurotransmitters
DHPR
Junker et  Kindled rats RefE Hippocampus UQCRFS1 Mitochondrial
al. respiratory chain
[141]
Walker et Rats, electrically-induced StE Parahippocampal HSP90B1 DNMS3;IL1RAP Immune and
al. status epilepticus cortex HSPA1A TOLLIP; USP7 inflammatory responses
[142] IL1rapl1; ITGB2;RPS27A
Hippocampus HMGBT1; HSP90B1; HSPA1A; TMED7;
TOLLIP
Bitsika et KA-MTLE mouse model MTLE Hippocampus TRF; GFAP; VIM; CLU; DHRS1; FLNA; MAP2; CTTN; PPP1R9B; Cytoskeletal proteins
al. HEXB; FLNA; APOD; TGM1; CAPG; CTSZ MAP1A; AAK1; BAIAP2; neuronal responses
[143] RPH3A; SLC6A1 Microglia/Astrocyte
Activation
Inflammatory
Response
Gyorffy ~ WAG/Rij rats AbE Frontoparietal GFAP;GAPDH ATP5H; NEFL Cytoskeletal proteins
etal, cortex PSMET1; UQCRC1 LMN; SUCLA2; GUK1 Motor proteins
[113] HNRNPA2B1 Chaperone/oxidative
Thalamus GFAP; CAPG GFAP; ACTA2 stress metabolism
INA; DPYSL2 MYH1; NEFL ATP
MYL1; TUBB ATP5H; GAPDH synthesis/respiratory
PRDX6;ENO1 LMN; TIP1 chain
MDHT1; SEPT3 ATP6V1E1 MDH1;HNRNPH2 signal transduction
PARK7; APOE ATP6V1E1 transcription/translation
synaptic transmission
Liuetal. Pilocarpine rat model TLE Hippocampus NEFM; NRP2: ACTAT1; TUBB2B; ACTB; Cytoskeletal proteins
[144] HSP90AAT; DDT HSPA1A; ANXAG; ENOSF1; PDHAT; ENOT;
VDAC2 SEMA6B; PKM TUBA1B; SYN2 ALDOA; PRPST; Metabolism
HOMERZ2; INA ATP5F1B; SPTAT; NRGN  HSPDT;
MSI1; COX6B1 SNAP25; STMN1; ARHGDIA;
UBE2E2; HBA1/2 AK1; Stress response
TAGLN3; NADPH; GSTMT1; energy metabolism
HBB
Lietal. Pilocarpine mouse model TLE Dentate gyrus PFN1; UCHL1 ACTB; LDHB Cytoskeletal proteins
[145] ARHGDIA; CA2 PDXP; CRYM Metabolism
PPID; CRYAB SNCB; PRDX6 HNRNPDL; APOA1 Stress response
ENO2; LAMP2 GRHPR Apoptosis
VIM; CTSD synaptic transmission
HSPB1
Wuetal. Lithium pilocarpine-induced =~ MTLE Hippocampus ACBP; CAH2 Cytoskeletal proteins
[146] rat treated CAH5A; CH10 synaptic function
COF1; CX6B1 FABP7; GADPH energy metabolism
GFAP; GLOD4 mitochondrial function

HBA; KAD1; KCRB

NRGN; PDIA3; PPIA; PRDX1; TTR; UB2V2

molecular chaperones
signal regulation
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subsequent MS analysis resulted in very low separation efficiencies
[116]. Currently, there are multiple automated liquid chromatography
(LC)/MS platforms that allow the separation of proteins and MS analysis
automatically [117]. The automation of procedure has yielded the sepa-
ration of thousands of proteins in each sample and has become the reg-
ular method of choice when it is desired to produce a high-level
proteomic profile in the sample. The main limitation of the LC/MS is
the fractionation of the sample prior to the MS analysis, which makes
that the large amount of proteins produced by the LC separation can
quickly saturate the capacity of the spectrometer detector.

4.3. Massive analysis

Another approach, especially useful for the analysis of complex pro-
tein mixtures, is to carry out a global analysis, the so-called Shotgun pro-
teomics. This technique refers to the use of bottom-up proteomics
techniques in identifying proteins in complex mixtures by using a com-
bination of LC/MS. The most common method of shotgun proteomics
starts with the digestion of proteins in the mixture and subsequently
the separation of the resulting peptides by LC. Tandem MS is then
used to identify the peptides (tandem MS or MS-MS) (Fig. 4C). This se-
quential MS provides detailed information on the sequence of the pep-
tide, which is compiled, constituting the primary technique for the
genesis of the “peptide trace”. Using this technique, several authors de-
scribe a list of proteins related to changes in the brain of different epi-
lepsy models (Table 1).

In the GASH/Sal model, some dysregulated proteins are still un-
known, 5.63% are upregulated and 22.22% are downregulated. In gen-
eral, there is a great variability of proteins that could be classified in
different functional categories (Fig. 3) according to the PHANTHER
method [118].

4.4. Isobaric tags for relative and absolute quantitation (iTRAQ)

Mass spectrometry analysis can also be used directly to quantita-
tively explore the proteome, applying isobaric tags for a relative and ab-
solute quantification (iTRAQ)-based proteomics approach to identify
differentially expressed proteins. This technique requires the “tagging”
in N-terminal position of previously digested protein samples. Each ex-
perimental group is tagged with a different reporter, then samples are
intermixed, separated through LC, and analyzed with MS-MS. The N-
terminal reporters are then ionized and relative-quantified. A funda-
mental disadvantage of this tool is the high cost due to the tagging pro-
cess and the powerful spectrometers that are necessary [119]. Using this
technique, a series of cardiac tissue proteins from Wistar in acute and
chronic epilepsy rat models have been described. Three of these pro-
teins, the receptor for activated protein kinase C1 (RACK1), the alde-
hyde dehydrogenase 6 family member Al (ALDH6A1), and the

glycerol uptake/transporter 1 (Hhatl), were identified as playing crucial
roles in cardiac injury during epilepsy [120].

4.5. Protein modifications

Proteomics is capable of profiling posttranslational protein modifica-
tions such as phosphorylation, acetylation, hydroxylation, methylation,
glycosylation, AMPylation, lipidation, ubiquitination, and deamidation,
as well as splicing-dependent alterations in protein expression patterns.
Since these posttranslational mRNA and protein modifications define
unique functional features in a cell phenotype, they are highly relevant
and have to be considered in epilepsy research. Spectrophotometry
techniques have become very sophisticated in recent times and allow
visualizing the posttranslational changes. Mass spectrometry tech-
niques can be used to profile posttranslational modified (PTM) peptides
in a digested sample. The PTMScan® technology combines antibody en-
richment of PTM-containing peptides with HPLC-MS/MS and allows
identification and quantification of hundreds to thousands of even the
lowest abundance peptides (Fig. 4D). All in all, this technique provides
a more focused approach to peptide enrichment than other strategies
and makes possible to determine novel protein sites that are phosphor-
ylated, ubiquitinated, acetylated, methylated, or protease cleaved (cell
signaling  technology- https://www.cellsignal.com/contents//
simplifying-proteomics/proteomics). Independently of the proteomics
tools used, all results need to be validated before any potential bio-
marker could be subjected to further analysis. The most common
method for biomarker validation is the immunodetection.

5. Inmnunodetection

Epilepsy research using rodents to model epilepsy has made signifi-
cant progress thanks to a variety of techniques that specifically detect
and identify antigens (or proteins) in epileptic samples. Common
methods of immunological detection in epilepsy research are western
blot analysis, immunostaining, and protein microarrays. All of them
are based on the existence of specific antibodies (Fig. 4E).

5.1. Western blot analysis

This technique - also known as electroblotting [121] or immuno-
blotting [122] - is a rapid and sensitive assay that combines the resolu-
tion of gel electrophoresis and the principles of immunological
recognition of an antigen [123]. By using a western blot analysis, re-
searchers are able to separate and identify specific proteins from a mix-
ture of proteins extracted from complex biological samples such as
serum, cells, or tissue. In this technique, a mixture of proteins is sepa-
rated based on molecular weight, and by protein type, through gel elec-
trophoresis. The results are then transferred to a membrane producing a
band for each protein. The membrane is then incubated with labeled

Notes to table 1

Epilepsy subtypes: AbE—absence epilepsy; CStE — convulsive status epilepticus; MTLE — mesiotemporal lobe epilepsy; RefE — refractory epilepsy; StE — status epilepticus; TLE — temporal
lobe epilepsy.

Abbreviations: AAK1 — AP2-associated protein kinase 1; ACBP — Acyl-CoA-binding protein; ACO — aconitate hydratase; ACTA1 — alpha actin-1; ACTA2 — alpha actin-2; ACTB — beta actin;
ALDH — Aldehyde dehydrogenase; AK1 — Adenylate kinase isoenzyme 1; ALDOA — Aldose A; ALK — Anaplastic lymphoma kinase; ANXA6 — Protein disulfideisomerase A6 precursor;
APOA1 — apolipoprotein Al; APOE — Apolipoprotein E; ARHGDIA — Rho GDP — Dissociation Inhibitor Alpha; ATP5F1B — ATP synthase subunit beta; ATP5F1D-
ATP Synthase F1 Subunit Delta; ATPSH — ATP synthase subunit D; ATP6V1E1 — ATPase H + Transporting V1 Subunit E1; BAIAP2 — Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated pro-
tein 2; CA2 — carbonic anhydrase 2; CAH5A — Carbonic anhydrase 5A; CAPG — Macrophage-capping protein; CD28 — CD28 Antigen; CFL1 — Cofilin 1; CH10 — 10 kDa heat shock protein;
CK — creatine kinase; CLU — Clusterin; COF1 — Cofilin-1; COX2 — cycloxygenase-2; COX6B1 — Cytochrome c oxidase subunit VIb isoform 1; cPLA(2)c — group IVA cytosolic phospholipase
«a2; CRYAB — crystallin, alpha B; CRYM — crystallin, mu; CTSD — cathepsin D; CTSZ — Cathepsin Z; CTTN — Src substrate cortactin; CX6B1 — Cytochrome c oxidase subunit VIb isoform 1;
DDT — D-Dopachrome Tautomerase; DHPR — dihydropteridine reductase; DHRS1 — Dehydrogenase/reductase SDR family member 1; DNM3 — Dynamin 3; DPYSL2 —
dihydropyrimidinase-related protein-2; ENO1 — enolase 1; ENO2 — enolase 2; ENOSF1 — Enolase Superfamily Member 1; EZR — ezrin; FABP7 — Fatty acid-binding protein; FAS — Fas
Cell Surface Death Receptor; FBA — fructose-bisphosphate aldolase A; FLNA — Filamin A; GADPH — glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAERS — Genetic Absence Epilepsy
Rats from Strasbourg; GDNF — Glial cell line derived neurotrophic factor; GFAP — Glial fibrillary acidic protein; GLOD4 — Glyoxalase domain-containing protein 4; GLUD1 — Glutamate
dehydrogenase 1; GRHPR — glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase; GSTM1 — Glutathione S-Transferase Mu 1; GUK1 — Guanylate kinase 1; HBA1/2 — Hemoglobin subunit
alpha-1/2;HBB — Hemoglobin subunit beta 1; HEXB — Beta-hexosaminidase subunit beta; HMGB1 — High Mobility Group Box 1; HNRNPA2B1 — Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
A2/B1; HNRNPDL — Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein D Like; HNRNPH2 — Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2; HOMER2 — Homer Scaffold Protein 2; HSP27 — heat
shock protein-27; HSP90AA1 — Heat shock protein HSP 90-beta; HSP90B1 — HSPA1A- Heat shock 70 kDa.


https://www.cellsignal.com/contents//simplifying-proteomics/proteomics
https://www.cellsignal.com/contents//simplifying-proteomics/proteomics

10 JR. Bosque et al. / Epilepsy & Behavior 121 (2021) 106594

PROTEINS FROM THE EPILEPTOGENIC NUCLEUS
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Fig. 3. Variation of protein expression between GASH/Sal and control animals in the epileptogenic nucleus (inferior colliculus) and the corresponding categorical classification. The plot
displays proteins with +2-fold change compared with controls. https://www.ebi.ac.uk/reference_proteomes

antibodies specific to the protein of interest. Since the thickness of the
band corresponds to the amount of protein present, western blot anal-
ysis provides a relative comparison of protein levels, but not an absolute
measure of quantity [ 123]. Detection, specificity, and sensitivity are cru-
cial for accurate and quantitative analysis in western blotting that
strongly depends on the quality of the available antibodies.

5.2. Immunostaining

Together with the western blot analysis, immunostaining is one of
the gold standard protein analytical techniques that selectively identify
proteins in cells (so-called immunocytochemistry) or in tissue sections
(so-called immunohistochemistry) by exploiting the principles of im-
munological recognition of an antigen. Both immunostaining tech-
niques are powerful microscopy-based techniques for the detection of
specific proteins within individual cells and tissue samples and, hence,
add valuable information about the immunolocalization and distribu-
tion of a target protein in cell compartments and tissues. Immunostain-
ing is developed following a variety of protocols that involve exposure
of fixed cells or tissues to primary antibodies directed against one or
more proteins of interest. Bounded primary antibodies are then de-
tected directly if they are conjugated to a label (direct detection
method) or using commercially available secondary antibodies directed
against the invariant portion of the primary antibody (indirect detection
method). Two principal methodologies exist to visualize antigen-anti-
body complexes: immunofluorescence using fluorophore-conjugated
antibodies or chemiluminescence using antibodies coupled to horserad-
ish peroxidase [124]. A good example of immunohistochemistry applied
in rodent models of epilepsy is the study of the association between ac-
tivation immediate early genes and seizure activity. The WAR and
GASH/Sal are two genetically epileptic prone rodents that showed over-
expression of the immediate-early growth response genes (Egr1, Egr2,
and Egr3) in the IC (the epileptogenic focus) after an ictal event [11].
Lopez-Lopez et al. [11] used immunohistochemistry to complement
the results of RT-qPCR analysis of the Egr3 gene, determining the

distribution of EGR3 protein in the brain tissue of control and seizure-
prone animals. Therefore, comparison between different samples ob-
tained from control and epilepsy-prone rodents is of paramount impor-
tance and, hence, needs to be based on objective data in order to obtain
accurate and reproducible results. As in western blot analysis, the quan-
titative immunostaining performed on tissue sections by means of dig-
ital photomicroscopy and image analysis can be used to estimate the
number or density of immunopositive structures within the tissue sam-
ple as well as the immunostaining intensity across the region of interest.
To compare multiple specimens, immunostaining and image acquisition
should be performed in parallel for the entire set. Identical reagents and
processing should be used, with identical image acquisition settings and
exposure times. The most commonly used image-processing analysis
software for quantitative immunostaining is the Java-based NIH Image]
software. Image] is in the public domain (available at http://rsb.info.nih.
gov/nih-image), supports a wide image formats, and can be expanded
with the installation of more than 150 plugins that are additional tools
for facilitating scientific image analysis including quantitative immuno-
staining. Fig. 5 shows an example of semiquantitative immunostaining
analysis of transthyretin (TTR) protein using the Image] software.
Mutant forms and overexpression of Ttr gene in brain tissue have
been associated with seizure as well as abnormalities in behavior
and movement [125]. Also, overexpression of Ttr could be directly re-
lated with membrane depolarization [126] and loss of GABA receptor
activity [127] and thereby increasing the risk of seizures. As is the
case of immediate early genes, an overexpression of Ttr gene might
contribute to the altered brain gene expression profiles associated
with seizure susceptibility in genetic rodent models of epilepsy.
Since a gap between the mRNA and protein levels exists because of
various levels of regulation, the results obtained by gene expression
(RT-qPCR) need to be correlated with the protein levels. The western
blot and immunostaining analysis in the IC of the GASH/Sal model
showed that TTR protein levels are higher in the GASH/Sal model
than in age-matched controls, confirming the alterations in the
gene expression profiles.


http://rsb.info.nih.gov/nih-image
http://rsb.info.nih.gov/nih-image
Image of Fig. 3
https://www.ebi.ac.uk/reference_proteomes

J.R. Bosque et al. / Epilepsy & Behavior 121 (2021) 106594

11

‘ DIGE ‘

Proteins
8%
¢

Spots of interest \
v LC-MS/MS | =)
maLDITOF | B

Desolvation &
Desorption ionization
—_—

o ®
o9 —

o

Proton Transfer

22 to Mass
4 analyzer

oe|djebie]

@ Analyte spots
® Matrix spots

IMMUNODETECTION

E

PROTEIN ARRAYS

Artay Membrane

Detection Antibody
Substrate

Light

N / Target Analyte

Capture Antibody

Array Membrane

Proteome Profiler™ Antibody Arravs D Sst

Streptavidin-HRP
= (PR

‘ 2D-electrophoresis ‘ A ‘ MASSIVE ANALISYS ‘C \ PROTEOMICS

"

Peptides

Trypsin =% ¢

=3 .

Ve | 577
— 4‘}\% s

Ionization

WLC

105kD —

63kD

34 kD

32kD —

} .

MS/MS

{

MS/MS

752173

Database Searching
of Protein ID

l

‘ Bioinformatic ‘

analysis

PIMSean | D

PROTEOME
Milicns of protooforms

s o
;_]
=
*® 7
i<l
o
a2
@
[e3
(e}
B
=3
=
i Y S
2 3 IP with PTM/Motif AbS ]
Mass Spectrometry
-

2% %

Candidates for further analysis

~
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5.3. Protein microarrays

Protein microarray is a relatively new technology used for the char-
acterization of large numbers of proteins in parallel [128]. Protein mi-
croarrays include three classes: analytical, functional, and reverse-
phase protein microarrays that provide a powerful tool in quantifying
and profiling proteins. It is also a high-throughput method for tracking
the interactions and activities of proteins as well as determining their
function and protein posttranslational modifications [129,130]. There
are multiple protein microarrays designed to identify a large number
of proteins as well as specific protein microarrays that are used for diag-
nostic assays in humans. Despite the considerable investments made by
several companies, there are few commercial protein microarrays for
rodents. The few protein microarrays available so far are aimed at the
identification of signaling pathways (Mouse AKT Pathway Phosphoryla-
tion Array C1, # AAH-AKT-1-2, RayBiotech, Inc.) or specific proteins,
such as inflammatory proteins. Among the latter, it should be noted
that the cytokine array is used for the parallel determination of the

relative levels of selected cytokines and chemokines (Mouse Cytokine
Array# ARY006, R&D Systems, Inc.; mouse Th1/Th2/Th17 cytometric
bead array kit, BD Biosciences, San Diego, CA, USA). This type of protein
microarrays is very useful to determine modifications of certain inter-
leukins associated with seizures as well as the effects of different anti-
convulsant compounds [131].

6. Crosslinking

It is noteworthy to review the functional classification of genes or
proteins involved in epilepsy. The gene ontology classification of cellular
components, biological processes, and molecular functions has been
used for functional classification by the majority of authors. Four func-
tional groups have been described so far as the most representative in
epilepsy (neuronal signaling, immunity/inflammation, transcriptional
regulation, and signal transduction), and two pathways showed enrich-
ment: the chemokine signaling pathway and Toll-like receptor signaling
pathway. Moreover, additional processes and pathways that are linked
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Fig. 5. Semiquantitative immunostaining analysis of transthyretin (TTR) protein in the inferior colliculus of the GASH/Sal. A. Western blot analysis of TTR protein with antibodies to TTR and
{3-actin. The western blot band intensities were measured with Image] software. The histogram shows a semiquantitative analysis of TTR protein levels, which were normalized to 3-actin
levels. The intensity (mean 4 standard error) was normalized to wild-type values (control), which were set equal to 100%. Note that protein levels of TTR differed between control and
GASH/Sal animals. B. High-magnification photomicrographs illustrating TTR immunoreactivity in the central nucleus of the IC (scale bar represents 20 um and is the same for all panels).
The RGB-color images corresponding to control and GASH/Sal animals were converted to 8-bit images that contained a grayscale of pixel intensities ranging from 0 (black) to 255 (white).
The densitometric procedure for the evaluation of TTR immunostaining was performed by using Image] software. The upper histogram shows percentages of variation (mean 4 standard
error) for mean gray value of the immunostaining that were used as an indicator of changes in protein levels. The lower histogram shows the number of TTR-immunolabeled cells per mm?.
Note the increased density of immunostained cells in the GASH/Sal compared with the control animal.

to these two pathways include ubiquitin-mediated proteolysis, comple-
ment cascade, JAK-STAT signaling pathway, cellular growth and dif-
ferentiation, cell survival, migration, apoptosis, Reactive Oxygen
Species (ROS) production, Nitric oxide (NO) induction, MAPK signal-
ing pathway, leukocyte transendothelial migration, and regulation of
cytoskeleton system [11,66]. There are several computer-based tools
to establish relationships between differentially expressed genes or
proteins with epilepsy. These web interfaces integrate database
that is used to determine co-occurrence between different annota-
tions, identifying those that are statistically significant. These inter-
actions are of special interest for proteins, because most of them
work in conjunction with other proteins. This is especially useful to
determine potential associations in cellular signaling pathways.
Among the multiple tools on the web, Table 2 shows the most used
to search functional or structural associations between genes, pro-
teins, and metabolic pathways.

7. Conclusions

Advances in molecular tools have improved substantially the geno-
mic and proteomic studies on specific genes and proteins associated
with epilepsy, allowing comprehensive research of rodent seizure
models.

Since genetic variations, gene expression changes, and protein alter-
ations are causes of specific epilepsy phenotypes, the experimental

designs in rodent models of epilepsy should incorporate complemen-
tary analysis for verifying results obtained at each stage of the flow in-
formation from DNA to RNA to protein levels. To achieve this goal, a
good experimental design should be developed with careful consider-
ation for determining the most appropriate approach, taking into ac-
count that no one technique is applicable to every set objective, and
each has its own strengths and weaknesses.

Development of these research methods and their application to an-
imal model of epilepsy might led to a rapid increase in our understand-
ing of the complex mechanisms underlying epileptogenesis and seizure
generation in the immediate future. In this regard, comparative molec-
ular approaches to determine the differences between rodent seizure
models and their wild-type counterparts provide valuable information
on molecular events that contribute to seizure susceptibility and regula-
tion of neuronal excitability.

The rapid identification of these molecular alterations, as facilitated
by genomic and proteomic technologies, will shed light not only on
the molecular pathways mediating epileptogenesis, but also on the de-
velopment of novel applications for the diagnosis, prognosis, and treat-
ment of seizures.
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Table 2

Web-based interfaces and database collections used to query functional and structural associations between genes, proteins and metabolic pathways.

Gene/Protein interactions

Functional analysis.

http://akt.ucsf.edu/

http://biocyc.org/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://pid.nci.nih.gov/

http://string-db.org
http://www.csuchico.edu/ge/
http://www.cuny.edu/pathways
http://www.elsevier.com/online-tools/pathway-studio/biological-database
http://www.genecards.org
http://www.genome.jp/kegg/
http://mimi.ncibi.org/MimiWeb/main-page.jsp
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.wikigenes.org

Pathological phenotypes
https://ve.genecards.org/#input

https://discovery.lifemapsc.com/gene-expression-signals/high-throughput-disease

http://www.informatics.jax.org/humanDisease.shtml
https://www.malacards.org/
https://www.genome.jp/kegg/pathway.html#disease

http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/
http://genecodis.cnb.csic.es

http://gtlinker.cnb.csic.es/-
http://mimi.ncibi.org/MimiWeb/main-page.jsp
http://www.pantherdb.org/
https://pathcards.genecards.org/
https://www.ensembl.org/Multi/Search/New?db=core

pathways

http://highered.colorado.gov/Academics/Transfers/gtPathways/
http://www.cuny.edu/pathways
http://www.ebi.ac.uk/biomodels-main/BIOMD0000000286
http://www.elsevier.com/online-tools/pathway-studio/biological-database
http://www.genemania.org

http://www.genmapp.org/go_elite/

https://pathcards.genecards.org/
https://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html
https://www.uniprot.org/
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